
(57)【要約】
　病気又は生理的状態と関係するタンパク質の選択的スプライスフォームに由来するペプ
チド又は抗体を、治療剤又は予防剤として利用する。タンパク質の血管内皮成長因子 (Ｖ
ＥＧＦ )ファミリーの選択的スプライスフォームに由来するペプチド又は抗体は、腫瘍の
発生を予防し又は遅延させ及び腫瘍の緩解を誘導するのに特に有用である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に ユ ニ ー ク な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ４ ～ ５ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ７ ～ １ ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ８ 又 は ９ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ７ つ 以 下 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 よ り な る 少 な く と も 一 つ の 正 常 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求
項 １ に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ６ ， ５ ， ４ ， ３ ， ２ 又 は １ つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 よ り な る 少 な く と も 一 つ の 正 常 ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ５ に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ５ 又 は ６ つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 よ り な る 少 な く と も 一 つ の 正 常 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請
求 項 ５ に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ス プ ラ イ ス 部 位 、 ７ つ 以 下 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 よ り な る 第 一 の 正 常 ア ミ ノ 酸 配 列 及 び ７
つ 以 下 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 よ り な る 第 二 の 正 常 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 第 一 及 び 第 二 の 正 常
ア ミ ノ 酸 配 列 が 選 択 的 ス プ ラ イ ス 部 位 に 隣 接 し て い る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 第 一 の 正 常 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 ６ ， ５ ， ４ ， ３ ， ２ 又 は １ つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 有 し 且
つ 第 二 の 正 常 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 ６ ， ５ ， ４ ， ３ ， ２ 又 は １ つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 有 す る
、 請 求 項 ８ に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 第 一 及 び 第 二 の 正 常 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 各 々 、 ３ 又 は ４ つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 有 す る 、
請 求 項 ８ に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ペ プ チ ド を 多 価 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 又 は 他 の タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る た め の 少 な く と も 一
の 改 変 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 改 変 が 、 ペ プ チ ド の Ｃ 又 は Ｎ 末 端 に 追 加 さ れ た 更 な る ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ １ に 記
載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ペ プ チ ド の Ｃ 又 は Ｎ 末 端 に 追 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 、 チ ロ シ ン 、 シ ス テ イ ン 、 リ ジ ン 、 グ
ル タ ミ ン 酸 及 び ア ス パ ラ ギ ン 酸 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ペ プ チ ド の Ｃ 又 は Ｎ 末 端 に 追 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 が 、 シ ス テ イ ン で あ る 、 請 求 項 １ ３ に 記
載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 改 変 を 、 末 端 Ｎ Ｈ 2 の ア シ ル 化 ； チ オ グ リ コ ー ル 酸 の ア ミ ド 化 ； 末 端 カ ル ボ キ シ の ア ミ
ド 化 ； 及 び ビ オ チ ン 化 に よ る カ ッ プ リ ン グ 部 位 の 導 入 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 １
１ に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 少 な く と も 一 つ の Ｄ － ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 SEQ ID NO:７ ３ ； SEQ ID NO:７ ５ ； SEQ ID NO:７ ７ ； 及 び SEQ ID NO:７ ９ よ り な る 群 か
ら 選 択 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ２ つ 以 上 の ペ プ チ ド を 含 む 多 量 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ホ モ 多 量 体 で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 二 量 体 ;三 量 体 ； 四 量 体 ;五 量 体 ； 及 び 六 量 体 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 １ ９ に 記
載 の 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 二 量 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 SEQ ID NO:８ １ の ２ つ の ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ヘ テ ロ 多 量 体 で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 二 量 体 ； 三 量 体 ； 四 量 体 ； 五 量 体 ； 及 び 六 量 体 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 ２ ３ に
記 載 の 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 が 少 な く と も 一 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 生 成 し 、 該 選 択 的
ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 正 常 細 胞 に は 実 質 的 に 存 在 し な い 病 気 を 有 す る か 又 は 有 す る 危 険 に
あ る 患 者 を 治 療 す る た め の 免 疫 原 性 ペ プ チ ド を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の ス テ ッ プ ：
　 １ ） 少 な く と も 一 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を コ ー ド す る 少 な く と も 一 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を
同 定 し ；
　 ２ ） 少 な く と も 一 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム の 少 な く と も 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し
； そ し て
　 ３ ） 該 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に ユ ニ ー ク な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 少 な く と も 一 の ペ プ
チ ド を 生 成 す る
こ と を 含 む 上 記 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 が 少 な く と も 一 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 生 成 し 、 該 選 択 的
ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 正 常 細 胞 に は 実 質 的 に 存 在 し な い 病 気 を 有 す る か 又 は 有 す る 危 険 に
あ る 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の 請 求 項 １ に 記 載 の 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド を
患 者 に 投 与 し 、 そ れ で 該 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 が 生 成 さ れ る こ と を 含 む
当 該 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 免 疫 応 答 が 、 Ｍ Ｈ Ｃ  Ｈ Ｌ Ａ － ク ラ ス Ｉ 又 は ク ラ ス II制 限 さ れ た 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球
応 答 又 は 抗 体 応 答 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 応 答 が 、 Ｃ Ｄ ８ + Ｔ リ ン パ 球 応 答 で あ り 、 Ｃ Ｄ ８ + 、 Ｍ Ｈ Ｃ  ク ラ
ス Ｉ － 制 限 さ れ た Ｔ リ ン パ 球 が 活 性 化 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 応 答 が 、 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ リ ン パ 球 応 答 で あ り 、 Ｃ Ｄ ４ + 、 Ｍ Ｈ Ｃ  ク ラ
ス II－ 制 限 さ れ た Ｔ リ ン パ 球 が 活 性 化 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 患 者 が 、 ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド を 、 SEQ ID NO:３ ； SEQ ID NO:５ ； SEQ ID NO:８ ； SEQ ID NO:
１ ０ ； SEQ ID NO:１ ２ ； SEQ ID NO:２ ６ ； SEQ ID NO:２ ９ ； SEQ ID NO:３ ５ ； SEQ ID NO:
３ ６ ； SEQ ID NO:３ ８ ； SEQ ID NO:３ ９ ； SEQ ID NO:７ ３ ； SEQ ID NO:７ ５ ； SEQ ID NO:
７ ７ ； 及 び SEQ ID NO:７ ９ よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
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　 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 に 対 し て 生 成 さ れ る 免 疫 応 答 が 、 患 者 へ の 投 与 前 に ペ プ チ ド を 改
変 す る こ と に よ り 増 強 さ れ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ペ プ チ ド を 、 ペ プ チ ド Ｎ 末 端 の 疎 水 性 を 増 大 さ せ る こ と に よ り 改 変 す る 、 請 求 項 ３ ２ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 ペ プ チ ド を 、 少 な く と も 一 の ア ミ ノ 酸 の 挿 入 、 欠 失 又 は 置 換 に よ り 改 変 し 、 該 改 変 が 、
ペ プ チ ド の Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 へ の 結 合 親 和 性 を 増 大 さ せ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ペ プ チ ド の 安 定 性 が 、 ペ プ チ ド を 患 者 に 投 与 す る 前 に 改 変 す る こ と に よ り 増 大 さ せ る 、
請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ペ プ チ ド を 、 ペ プ チ ド の Ｄ － ア ミ ノ 酸 に よ る キ ャ ッ ピ ン グ 、 ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 の
Ｌ － ア ミ ノ 酸 を Ｄ － ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と 、 又 は ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 逆 転 さ せ て
且 つ 少 な く と も 一 の Ｌ － ア ミ ノ 酸 を Ｄ － ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と に よ り 改 変 す る 、 請 求 項
３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 ２ 種 以 上 の ペ プ チ ド を 患 者 に 投 与 す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ２ 種 以 上 の ペ プ チ ド が 、 多 量 体 を 構 成 す る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 多 量 体 が 、 ホ モ 多 量 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 多 量 体 を 、 二 量 体 ； 三 量 体 ； 四 量 体 ； 五 量 体 ； 及 び 六 量 体 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請
求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 多 量 体 が 、 二 量 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 SEQ ID NO:８ １ の ２ つ の ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 多 量 体 が 、 ヘ テ ロ 多 量 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 多 量 体 を 、 二 量 体 ； 三 量 体 ； 四 量 体 ； 五 量 体 ;及 び 六 量 体 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請
求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 ２ 種 以 上 の ペ プ チ ド が 、 混 合 物 を 構 成 す る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 ２ 種 以 上 の ペ プ チ ド が 、 一 種 又 は そ れ よ り 多 く の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に 由 来 す る
重 複 す る エ ピ ト ー プ を 含 む 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド を 、 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 示 す る ペ プ チ ド と 共 に 患 者
に 投 与 す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド を 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 を プ ラ イ ム す る 少 な く と も 一 の 成 分
と 共 に 患 者 に 投 与 す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 を プ ラ イ ム す る 少 な く と も 一 の 成 分 が 、 ト リ パ ル ミ ト イ ル － Ｓ －
グ リ セ リ ル シ ス テ イ ニ ル － セ リ ル － セ リ ン (Ｐ 3 Ｃ Ｓ Ｓ )を 含 む 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ ０ 】
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　 有 効 量 が 、 ７ ０ ｋ ｇ の 患 者 に 対 し て 、 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド 約 １ μ ｇ ～ 約 ２ ， ０ ０ ０
ｍ ｇ で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 有 効 量 が 、 ７ ０ ｋ ｇ の 患 者 に 対 し て 、 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド 約 １ μ ｇ ～ 約 ５ ０ ０ ｍ ｇ
で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 有 効 量 が 、 ７ ０ ｋ ｇ の 患 者 に 対 し て 、 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド 約 １ ０ μ ｇ ～ 約 ２ ０ ０ ｍ
ｇ で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 有 効 量 が 、 ７ ０ ｋ ｇ の 患 者 に 対 し て 、 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド 約 ５ ０ μ ｇ ～ 約 １ ０ ０ ｍ
ｇ で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド の 有 効 量 を 、 単 一 投 与 で 投 与 す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド の 有 効 量 を 、 複 数 回 の 投 与 で 投 与 す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド の 有 効 量 を 、 腸 内 投 与 す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 腸 経 路 の 投 与 を 、 経 口 投 与 ； 直 腸 投 与 ;及 び 鼻 腔 内 投 与 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求
項 ５ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド の 有 効 量 を 、 非 経 口 投 与 す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 非 経 口 経 路 の 投 与 を 、 静 脈 内 投 与 ； 筋 肉 内 投 与 ； 動 脈 内 投 与 ； 腹 腔 内 投 与 ； 膣 内 投 与 ；
嚢 内 投 与 ； 皮 内 投 与 ； 肺 内 投 与 ； 吸 入 ； 局 所 投 与 ； 皮 下 投 与 ； 及 び 身 体 内 へ の 点 滴 注 入 法
よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド を 、 キ ャ リ ア ー 又 は ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 患 者 に 投 与 す る 、 請 求
項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 キ ャ リ ア ー を 、 カ サ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン ； チ ロ グ ロ ブ リ ン ； ア ル ブ ミ ン ； 破 傷 風 毒 素 ； 及
び ポ リ ア ミ ノ 酸 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 ６ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト を 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト ； 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト ； リ ン
酸 ア ル ミ ニ ウ ム ； 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ； ポ リ レ シ チ ン ； 乳 化 油 ； 及 び ミ ョ ウ バ ン よ り な る
群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 ６ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド を 、 免 疫 刺 激 化 合 物 と 共 に 患 者 に 投 与 す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 免 疫 刺 激 化 合 物 を 、 サ イ ト カ イ ン 及 び ハ プ テ ン よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 ６ ３ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 サ イ ト カ イ ン を 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ； Ｉ Ｌ － １ ２ ； Ｉ Ｌ － ２ ； Ｉ Ｌ － ４ ； Ｉ Ｌ － １ α ； 及 び
Ｉ Ｌ － １ ８ よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 ６ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド の 有 効 量 を 、 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も
一 の 核 酸 配 列 の 患 者 の 細 胞 内 で の 発 現 に よ り 、 患 者 に 投 与 す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法
。
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【 請 求 項 ６ ７ 】
　 患 者 の 細 胞 に 、 少 な く と も 一 の 核 酸 を 含 む 弱 毒 化 ウ イ ル ス 宿 主 を 感 染 さ せ る 、 請 求 項 ６
６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 弱 毒 化 ウ イ ル ス 宿 主 が ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 ６ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 少 な く と も 一 の 核 酸 を 含 む 細 菌 宿 主 を 患 者 に 導 入 す る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 細 菌 宿 主 を 、 Ｂ Ｃ Ｇ ； サ ル モ ネ ラ ・ テ ィ フ ィ ； 及 び リ ス テ リ ア ・ モ ノ サ イ ト ゲ ネ ス よ り
な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 少 な く と も 一 の 核 酸 を 含 む 酵 母 宿 主 を 患 者 に 導 入 す る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 酵 母 宿 主 が 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ 又 は シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ ポ ン ベ で あ る 、 請
求 項 ７ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 病 気 を 、 ス ト レ ス ； 癌 ； 免 疫 系 の 病 気 ； 代 謝 異 常 ； 結 合 組 織 異 常 ； 動 脈 の 病 気 ； 遺 伝 性
赤 血 球 膜 異 常 ； 甲 状 腺 ホ ル モ ン 抑 制 ； 子 宮 内 膜 増 殖 症 ； ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ； 及 び ア ル コ ー
ル 中 毒 症 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 癌 を 、 急 性 前 骨 髄 細 胞 性 白 血 病 ； 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 ； 骨 髄 芽 球 性 白 血 病 ； 子 宮 癌
； 甲 状 腺 癌 ； 消 化 器 腫 瘍 ； 異 形 性 及 び 新 生 頚 部 上 皮 ； メ ラ ノ ー マ ； 子 宮 内 膜 癌 ； 奇 形 癌 ；
大 腸 癌 ； 繊 維 形 成 性 球 形 細 胞 腫 瘍 ； 胃 癌 ； 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 肺 癌 、 皮 膚 癌 、 リ ン
パ 腫 、 膀 胱 癌 、 及 び 膵 臓 癌 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 病 気 を 、 ア レ ル ギ ー 応 答 ； ｘ 連 鎖 無 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 血 症 ； 免 疫 ／ 炎 症 ； 全 身 性 エ リ テ
マ ト ー デ ス ； グ ッ ド パ ス チ ャ ー 病 ； フ ェ エ ニ ル ケ ト ン 尿 症 ； 非 イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 糖 尿 病
； 骨 形 成 不 全 症 ； ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 ； 及 び 遺 伝 性 楕 円 赤 血 球 症 よ り な る 群 か ら 選 択
す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム が 、 Ｃ Ｄ ４ ４ 遺 伝 子 ； エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー 遺 伝 子 ； 又 は
Ｆ Ｈ Ｉ Ｔ 遺 伝 子 か ら 生 成 さ れ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド の 患 者 へ の 投 与 が 、 下 記 の ス テ ッ プ ：
　 １ ） 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 患 者 か ら 取 り 出 し ；
　 ２ ） 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 、 患 者 の 身 体 外 の 培 養 中 に 維 持 し ；
　 ３ ） 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 、 適 宜 、 特 定 の 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 型 に つ い て 富 化
さ せ ；
　 ４ ） 培 養 し た 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド で 処 理 し ；
　 ５ ） 適 宜 、 処 理 し た 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 試 験 し て 、 そ れ ら の 細 胞 内 の 少 な く と も
一 の ペ プ チ ド の 存 在 を 確 認 し 、 そ し て
　 ６ ） 処 理 し た 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 患 者 に 再 導 入 す る
こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 、 樹 状 細 胞 ； リ ン ホ カ イ ン 活 性 化 キ ラ ー 細 胞 ； ナ チ ュ ラ ル キ
ラ ー 細 胞 ； Ｔ 細 胞 ； マ ク ロ フ ァ ー ジ ;及 び こ れ ら の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求
項 ７ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 、 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド に よ る 処 理 が 、 該 細 胞 の 該 少 な く
と も 一 の ペ プ チ ド へ の 直 接 的 曝 露 を 含 む 、 請 求 項 ７ ７ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ８ ０ 】
　 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 、 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド に よ る 処 理 が 、 少 な く と も 一 の ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も 一 の 核 酸 の 該 細 胞 へ の 導 入 を 含 む 、 請 求 項 ７ ７ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 処 理 し た 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 、 静 脈 内 点 滴 又 は 骨 髄 へ の 直 接 的 注 射 に よ り 患 者 に
再 導 入 す る 、 請 求 項 ７ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 患 者 の 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 約 １ ０ 5 ～ １ ０ 8 の 処 理 し た 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 患 者 に 再
導 入 す る 、 請 求 項 ７ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 腫 瘍 細 胞 が 少 な く と も 一 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 生 成 し 、 該 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム
が 正 常 細 胞 に は 実 質 的 に 存 在 し な い 腫 瘍 を 有 す る 危 険 に あ る 患 者 に お け る 腫 瘍 の 発 生 の 開
始 を 防 止 し 又 は 遅 延 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 患 者 に 有 効 量 の 請 求 項 １ に 記 載 の 少 な く と も 一
の ペ プ チ ド を 投 与 し 、 そ れ で 該 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 を 生 成 す る こ と を 含 む 当 該 方 法
。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 腫 瘍 が 、 子 宮 癌 ； 甲 状 腺 癌 ； 消 化 器 癌 ； 異 形 性 及 び 新 生 頚 部 上 皮 ； メ ラ ノ ー マ ； 子 宮 内
膜 癌 ； 奇 形 癌 ； 大 腸 癌 ； 繊 維 形 成 性 球 形 細 胞 腫 瘍 ； 胃 癌 ； 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 肺 癌
、 皮 膚 癌 、 リ ン パ 腫 、 膀 胱 癌 、 及 び 膵 臓 癌 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 癌 に 由 来 す る 、 請 求 項
８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 患 者 が 、 ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 ２ 種 以 上 の ペ プ チ ド を 患 者 に 投 与 す る 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 ２ 種 以 上 の ペ プ チ ド が 、 多 量 体 を 構 成 す る 、 請 求 項 ８ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 多 量 体 を 、 二 量 体 ； 三 量 体 ； 四 量 体 ； 五 量 体 ； 及 び 六 量 体 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請
求 項 ８ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 多 量 体 が 、 二 量 体 で あ っ て 、 SEQ ID NO:８ １ の ２ つ の ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ８ ７ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 ２ 種 以 上 の ペ プ チ ド が 、 混 合 物 を 構 成 す る 、 請 求 項 ８ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド を 、 SEQ ID NO:８ ； SEQ ID NO:１ ０ ； SEQ ID NO:２ ６ ； SEQ ID
 NO:２ ９ ； SEQ ID NO:７ ３ ； SEQ ID NO:７ ５ ； SEQ ID NO:７ ７ ； 及 び SEQ ID NO:７ ９ よ り
な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 腫 瘍 細 胞 が 少 な く と も 一 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 生 成 し 、 該 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ
ォ ー ム は 非 腫 瘍 細 胞 に は 実 質 的 に 存 在 し な い 腫 瘍 を 有 す る 患 者 に お け る 腫 瘍 を 緩 解 さ せ る
方 法 で あ っ て 、 患 者 に 、 有 効 量 の 請 求 項 １ に 記 載 の 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド を 投 与 し 、 そ
れ で 該 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 を 生 成 す る こ と を 含 む 当 該 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 腫 瘍 が 、 子 宮 癌 ； 甲 状 腺 癌 ； 消 化 器 癌 ； 異 形 性 及 び 新 生 頚 部 上 皮 ； メ ラ ノ ー マ ； 子 宮 内
膜 癌 ； 奇 形 癌 ； 大 腸 癌 ； 繊 維 形 成 性 球 形 細 胞 腫 瘍 ； 胃 癌 ； 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 肺 癌
、 皮 膚 癌 、 リ ン パ 腫 、 膀 胱 癌 、 及 び 膵 臓 癌 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 癌 に 由 来 す る 、 請 求 項
９ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
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　 患 者 が 、 ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ９ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 ２ 種 以 上 の ペ プ チ ド を 患 者 に 投 与 す る 、 請 求 項 ８ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 ２ 種 以 上 の ペ プ チ ド が 、 多 量 体 を 構 成 す る 、 請 求 項 ９ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 多 量 体 を 、 二 量 体 ； 三 量 体 ； 四 量 体 ； 五 量 体 ； 及 び 六 量 体 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請
求 項 ９ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 多 量 体 が 、 二 量 体 で あ っ て 、 SEQ ID NO:８ １ の ２ つ の ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ９ ７ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 ２ 種 以 上 の ペ プ チ ド が 、 混 合 物 を 構 成 す る 、 請 求 項 ９ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド を 、 SEQ ID NO:８ ； SEQ ID NO:１ ０ ； SEQ ID NO:２ ６ ； SEQ ID
 NO:２ ９ ； SEQ ID NO:７ ３ ； SEQ ID NO:７ ５ ； SEQ ID NO:７ ７ ； 及 び SEQ ID NO:７ ９ よ り
な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 ９ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 Ｍ Ｈ Ｃ 制 限 さ れ た 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 応 答 を 患 者 に お い て 誘 導 す る ペ プ チ ド を 同 定 す
る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の ス テ ッ プ ：
　 １ ） 末 梢 血 液 リ ン パ 球 を 得 ；
　 ２ ） そ れ ら の 末 梢 血 液 リ ン パ 球 を 、 請 求 項 １ に 記 載 の 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド に 曝 し 、
そ れ で そ れ ら の 末 梢 血 液 リ ン パ 球 を 刺 激 し ；
　 ３ ） 刺 激 さ れ た 末 梢 血 液 リ ン パ 球 を 、 該 ペ プ チ ド が 由 来 し た 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム
を 内 因 的 に 合 成 す る か 又 は 該 ペ プ チ ド で パ ル ス さ れ た 標 的 細 胞 と イ ン キ ュ ベ ー ト し ； そ し
て
　 ４ ） 標 的 細 胞 の 溶 解 を 検 出 す る
こ と を 含 む 当 該 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 標 的 細 胞 が 自 己 標 識 さ れ 、 標 的 細 胞 溶 解 の 検 出 が 、 溶 解 し た 標 的 細 胞 か ら の 自 己 標 識 の
放 出 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ０ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 標 的 細 胞 溶 解 の 検 出 が 、 標 的 細 胞 の 溶 解 に 際 し て 活 性 化 末 梢 血 液 リ ン パ 球 か ら 放 出 さ れ
た 少 な く と も 一 種 の サ イ ト カ イ ン の 検 出 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 少 な く と も 一 種 の サ イ ト カ イ ン が 、 γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン で あ る 、 請 求 項 １ ０ ２ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 SEQ ID NO:７ ３ ； SEQ ID NO:７ ５ ； SEQ ID NO:７ ７ ； 及 び SEQ ID NO:７ ９ よ り な る 群 か
ら 選 択 す る ペ プ チ ド 上 の 特 異 的 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 又 は 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 ヒ ト 化 さ れ た 、 請 求 項 １ ０ ５ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ０ ５ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ０ ５ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 請 求 項 １ ０ ８ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 が 少 な く と も 一 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 生 成 し 、 該 選 択 的
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ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム が 正 常 細 胞 に は 実 質 的 に 存 在 し な い 病 気 を 有 す る か 有 す る 危 険 に あ る
患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 該 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に ユ ニ ー ク な ア ミ ノ 酸 配 列 に
特 異 的 な 少 な く と も 一 の 抗 体 の 有 効 量 を 患 者 に 投 与 し 、 そ れ で 該 患 者 に お け る 少 な く と も
一 の 臨 床 症 状 が 改 善 さ れ 又 は 該 患 者 に お け る 病 ん だ 若 し く は 異 常 な 細 胞 の 数 が 減 少 す る こ
と を 含 む 当 該 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 少 な く と も 一 の 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 少 な く と も 一 の 抗 体 が 、 ヒ ト 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 SEQ ID NO:３ ； SEQ ID NO:５ ； SEQ ID NO:８ ； SEQ ID NO:１ ０
； SEQ ID NO:１ ２ ； SEQ ID NO:２ ６ ； SEQ ID NO:２ ９ ； SEQ ID NO:３ ５ ； SEQ ID NO:３ ６
； SEQ ID NO:３ ８ ； SEQ ID NO:３ ９ ； SEQ ID NO:７ ３ ； SEQ ID NO:７ ５ ； SEQ ID NO:７ ７
； 及 び SEQ ID NO:７ ９ よ り な る 群 か ら 選 択 す る ペ プ チ ド 上 の 特 異 的 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る
、 請 求 項 １ １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 有 効 量 が 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 約 ０ ． １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ で あ る 、 請 求 項 １ １ ０ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 有 効 量 が 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 約 ５ ０ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ で あ る 、 請 求 項 １ １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 有 効 量 が 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 約 １ ０ ～ ２ ０ ｍ ｇ で あ る 、 請 求 項 １ １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド 及 び 製 薬 上 許 容 し う る キ ャ リ ア ー を 含 む 医 薬
組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 リ ポ ソ ー ム に カ プ セ ル 封 入 さ れ た 、 請 求 項 １ １ ７ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 腫 瘍 そ の 他 の 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 の た め の タ ン パ ク 質 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ
ォ ー ム の 同 定 及 び 利 用 に 関 係 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 伝 統 的 に 、 ワ ク チ ン は 、 ワ ク チ ン 接 種 さ れ る 生 物 に 対 し て 完 全 に 外 来 の 物 質 か ら 導 か れ
る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 生 物 を 、 そ の 生 物 自 身 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 に 基 づ く ワ ク チ ン
で 免 疫 化 す る こ と は 、 し ば し ば 望 ま し い 。 例 え ば 、 炎 症 の 制 御 、 排 卵 の 防 止 又 は 他 の 避 妊
法 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 阻 止 、 及 び 腫 瘍 の 成 長 の 予 防 又 は 阻 止 は 、 す べ て 、 内 因 性 の 即 ち
「 自 身 の 」 タ ン パ ク 質 で の 免 疫 化 に よ り 利 益 を 得 る 状 態 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ペ プ チ ド ワ ク チ ン を 用 い て 、 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 (例 え ば 、 ウ イ ル ス 、 細 胞 内 細 菌 又
は 寄 生 虫 を 有 す る 細 胞 及 び 腫 瘍 細 胞 )を 有 す る 患 者 を 治 療 す る こ と が で き る 。 こ の ペ プ チ
ド ワ ク チ ン は 、 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 に 対 す る 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 (Ｃ Ｔ Ｌ )応 答 を 誘 導
す る こ と が で き る 。 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 (Ｃ Ｔ Ｌ )は 、 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 を 、 直 接 的
細 胞 傷 害 性 に よ り 又 は 特 異 的 及 び 非 特 異 的 助 成 を 他 の 免 疫 細 胞 例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 Ｂ
細 胞 及 び 他 の 型 の Ｔ 細 胞 に 与 え る こ と に よ り 破 壊 す る 。 ペ プ チ ド ワ ク チ ン は 又 、 病 気 の 予
防 及 び 治 療 に 有 用 な 抗 体 応 答 を 誘 導 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 現 行 の ペ プ チ ド ワ ク チ ン 技 術 は 、 所 定 の 病 気 の 病 因 と 関 連 す る 内 因 性 の 正 常 タ ン パ ク 質
の 同 定 を 含 む 。 次 い で 、 そ の 正 常 な 全 タ ン パ ク 質 が ワ ク チ ン の 基 礎 と し て 利 用 さ れ る 。 或
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は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 又 は IIモ チ ー フ と 結 合 す る と 予 想 さ れ る 内 因 性 タ ン パ ク 質 の 部 分 を 同
定 し て 、 ワ ク チ ン 生 成 に 利 用 す る 。 Falk等 、 Nature 351:290, 1991を 参 照 さ れ た い 。 し か
し な が ら 、 部 分 又 は 全 正 常 タ ン パ ク 質 配 列 か ら の み 造 ら れ た ペ プ チ ド ワ ク チ ン は 、 病 ん だ
又 は 異 常 な 細 胞 に 対 し て 乏 し い 免 疫 原 性 で あ る こ と が あ り え る し 、 正 常 な タ ン パ ク 質 を 発
現 す る 身 体 の 細 胞 に 対 す る 免 疫 反 応 を 誘 導 す る こ と も あ り う る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ペ プ チ ド ワ ク チ ン の 特 異 的 な 免 疫 原 性 を 増 大 さ せ る た め の 以 前 の 試 み は 、 様 々 な 種 類 の
癌 細 胞 に 由 来 す る 内 因 性 タ ン パ ク 質 の 点 突 然 変 異 に 集 中 し て い た 。 こ れ ら の 点 突 然 変 異 は
、 免 疫 応 答 を 誘 出 す る た め に 利 用 す る こ と の で き る 大 き な 内 因 性 タ ン パ ク 質 配 列 内 の 「 非
自 己 」 の 小 さ い 領 域 を 表 し て い る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 点 突 然 変 異 は 、 免 疫 系 に よ り
有 効 に 認 識 さ れ ず 、 か か る 技 術 を 使 う ペ プ チ ド ワ ク チ ン は 、 強 力 な 免 疫 学 的 応 答 を 生 成 し
た こ と は な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ペ プ チ ド ワ ク チ ン は 又 、 癌 細 胞 中 に と き ど き 存 在 す る 遺 伝 子 再 配 列 (即 ち 、 欠 失 、 染 色
体 再 配 列 )か ら 生 じ る タ ン パ ク 質 生 成 物 に 基 づ い て き た 。 例 え ば 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 細 胞
に お け る 染 色 体 ９ ： ２ ２ 転 座 は 、 Ｂ Ｃ Ｒ ／ Ａ ｂ ｌ 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 じ る 。 こ の タ ン パ ク
質 は 、 Ｂ Ｃ Ｒ ／ Ａ ｂ ｌ 融 合 接 合 部 に 「 非 自 己 」 の 領 域 を 含 み 、 ヒ ト 患 者 に お い て あ る 種 の
免 疫 学 的 応 答 を 誘 出 し た 。 し か し な が ら 、 か か る 遺 伝 子 再 配 列 は 稀 で あ り 、 染 色 体 転 座 は
癌 に お い て 起 き る こ と が 知 ら れ て い る だ け で あ る 。 従 っ て 、 染 色 体 再 配 列 か ら 誘 導 さ れ た
タ ン パ ク 質 生 成 物 か ら 生 成 さ れ た ワ ク チ ン の 有 用 性 は 、 限 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 従 っ て 、 所 定 の 病 気 に お い て 、 あ る 組 織 に 特 異 的 で あ っ て 、 強 力 な 免 疫 応 答 例 え ば Ｃ Ｔ
Ｌ 又 は 抗 体 応 答 を 生 じ る 「 非 自 己 」 の 免 疫 学 的 領 域 を も 包 含 す る 内 因 性 タ ン パ ク 質 を 同 定
す る こ と は 望 ま し い 。 理 想 的 に は 、 か か る 変 化 し た 内 因 性 タ ン パ ク 質 は 、 一 般 的 に 生 じ 、
対 応 す る 正 常 タ ン パ ク 質 に 対 す る 交 叉 反 応 性 を 殆 ど 又 は 全 く 誘 導 し な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 あ る 種 の 遺 伝 子 か ら の 一 次 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 は 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け て 、 遺 伝 子 に
よ り 生 成 さ れ る 主 要 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 異 な る メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ (ｍ Ｒ Ｎ Ａ )を 生 成 す る こ と
が で き る 。 こ れ ら の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー
ム タ ン パ ク 質 へ と 翻 訳 さ れ る 、 該 タ ン パ ク 質 は 、 正 常 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ に
よ り 生 成 さ れ た 対 応 す る タ ン パ ク 質 と は 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る 。 選 択 的 ス プ ラ
イ ス フ ォ ー ム タ ン パ ク 質 は 、 し ば し ば 、 あ る 種 の 生 理 的 又 は 病 気 の 状 態 に お い て 、 組 織 特
異 的 様 式 で 発 現 さ れ る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 、 所 定 の 病 気 を 患
っ て い る 患 者 の 限 ら れ た 数 の 細 胞 に 存 在 す る 。 例 え ば 、 多 く の 種 類 の 癌 細 胞 は 、 選 択 的 ス
プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 生 成 し 、 そ れ ら は 、 同 じ 患 者 の 正 常 細 胞 で は 見 出 さ れ な い と い う こ と
が 知 ら れ て い る 。 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム が 特 異 的 に 生 成 さ れ る 他 の 病 気 に は 、 糖 尿 病
、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 及 び 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス (Ｓ Ｌ Ｅ )が 含 ま れ る 。 そ れ 故 、 こ れ ら の
選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 生 成 す る 病 ん だ 又 は 異 常 な 組
織 に 由 来 す る 細 胞 に 対 す る ワ ク チ ン 源 と し て は 認 識 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】

　 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 で 生 成 さ れ た タ ン パ ク 質 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に 由 来 す る
ペ プ チ ド は 、 高 度 に 免 疫 原 性 で あ る と い う こ と が 、 今 や 、 見 出 さ れ て い る 。 か か る ペ プ チ
ド は 、 ペ プ チ ド の 「 非 自 己 」 部 分 に 特 異 的 な 強 力 な 免 疫 応 答 を 誘 出 す る 。 特 に 、 こ れ ら の
ペ プ チ ド は 、 特 異 的 な Ｃ Ｔ Ｌ 応 答 を 誘 出 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 あ る 種
の 細 胞 中 の 選 択 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム の 存 在 を 特 徴 と す る 病 気 の 治 療 又 は 予 防 処 置 に お い て
利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 従 っ て 、 こ の 発 明 は 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に 対 し て ユ ニ ー ク な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む ペ プ チ ド を 提 供 す る (こ の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 、 患 者 の 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞
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に よ り 生 成 さ れ る が 、 そ の 患 者 の 正 常 細 胞 に は 存 在 し な い )。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ の 発 明 は 又 、 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 が 少 な く と も 一 種 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を
生 成 し 、 こ の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 、 正 常 細 胞 に は 実 質 的 に 存 在 し な い 病 気 を 有 し
又 は 有 す る 危 険 に あ る 患 者 を 治 療 す る た め の 免 疫 原 性 ペ プ チ ド を 同 定 す る 方 法 を も 提 供 す
る 。 こ の 方 法 は 、 少 な く と も 一 種 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を を コ ー ド す る 少 な く と も
一 種 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 同 定 す る ス テ ッ プ ； 少 な く と も 一 種 の ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム の 少 な く と も
一 部 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る ス テ ッ プ ； 及 び 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に 対 し て ユ ニ ー
ク な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 少 な く と も 一 種 の ペ プ チ ド を 生 成 す る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ の 発 明 は 又 、 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 が 少 な く と も 一 種 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を
生 成 し 、 こ の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 、 正 常 細 胞 に は 実 質 的 に 存 在 し な い 病 気 を 有 し
又 は 有 す る 危 険 に あ る 患 者 を 治 療 す る 方 法 を も 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 患 者 に 有 効 量 の 、
選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に 対 し て ユ ニ ー ク な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 少 な く と も 一 種 の ペ プ
チ ド を 投 与 し 、 そ れ で 、 こ れ ら の 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 を 生 成 す る こ と
を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の 発 明 は 、 更 に 、 腫 瘍 細 胞 が 少 な く と も 一 種 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 生 成 し 、
そ の ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム が 非 腫 瘍 細 胞 に は 実 質 的 に 存 在 し な い 腫 瘍 を 有 す る 危 険 に あ る 患
者 に お け る 腫 瘍 の 発 達 の 開 始 を 防 止 し 又 は 遅 延 さ せ る 方 法 を も 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 患
者 に 、 有 効 量 の 少 な く と も 一 種 の 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に 対 し て ユ ニ ー ク な ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド を 投 与 し 、 そ れ で 、 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 を 生 成 す る こ と を 含
む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の 発 明 は 、 更 に 、 腫 瘍 細 胞 が 少 な く と も 一 種 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 生 成 し 、
こ の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム が 非 腫 瘍 細 胞 に は 実 質 的 に 存 在 し な い 腫 瘍 を 有 す る 患 者 に
お い て 腫 瘍 を 退 行 さ せ る 方 法 を も 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 患 者 に 、 有 効 量 の 少 な く と も 一
種 の 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に 対 し て ユ ニ ー ク な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド を 投 与
し 、 そ れ で 、 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 が 生 成 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の 発 明 は 又 、 患 者 に お い て Ｍ Ｈ Ｃ 制 限 さ れ た 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 応 答 を 誘 導 す る こ
の 発 明 の ペ プ チ ド を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 末 梢 血 液 リ ン パ 球 (Ｐ Ｂ Ｌ )を 得 、 こ れ ら の Ｐ
Ｂ Ｌ を こ れ ら の ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 種 に 曝 し 、 そ れ で Ｐ Ｂ Ｌ を 刺 激 し 、 刺 激 さ れ た Ｐ
Ｂ Ｌ を 、 こ の ペ プ チ ド が 誘 導 さ れ た 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 合 成 し 又 は ペ プ チ ド で パ
ル ス さ れ た 標 的 細 胞 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 標 的 細 胞 の 溶 解 を 検 出 す る こ と を 含 む 当 該 方 法
を も 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 例 え ば 、 こ れ ら の 標 的 細 胞 は 、 放 射 性 物 質 又 は 蛍 光 物 質 で 自 家 的 に 標 識 さ れ う る 。 標 的
細 胞 の 溶 解 の 検 出 は 、 活 性 化 Ｐ Ｂ Ｌ に よ り 溶 解 さ れ た 標 的 細 胞 か ら 放 出 さ れ た 自 家 標 識 の
量 を 測 定 す る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 標 的 細 胞 の 溶 解 は 又 、 酵 素 結 合
免 疫 ス ポ ッ ト (「 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ 」 )ア ッ セ イ に よ っ て 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の 発 明 は 又 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム 上 の 特 異 的 エ ピ ト ー プ 又 は 選 択 的 ス プ ラ イ ス
フ ォ ー ム に ユ ニ ー ク な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 を も 提 供 す る 。 こ れ ら
の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ っ て も ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ っ て も よ く 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス
フ ォ ー ム エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る こ と の で き る 抗 体 断 片 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の 発 明 は 又 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム 又 は 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に ユ ニ ー ク な
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ
ド ー マ を も 提 供 す る 。
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【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ の 発 明 は 、 更 に 、 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 が 少 な く と も 一 種 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー
ム を 生 成 し 、 こ の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム が 正 常 細 胞 で は 実 質 的 に 存 在 し な い 病 気 を 有
し 又 は 有 す る 危 険 に あ る 患 者 を 治 療 す る 方 法 を も 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 患 者 に 、 有 効 量
の 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に ユ ニ ー ク な ア ミ ノ 酸 配 列 に 特 異 的 な 少 な く と も 一 種 の 抗
体 を 投 与 し 、 そ れ で 、 患 者 に お け る 少 な く と も 一 つ の 臨 床 症 状 を 改 善 さ せ 、 又 は 患 者 中 の
病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 の 数 を 減 少 さ せ る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 の ペ プ チ ド 化 合 物 を 記 載 す る の に 用 い る 命 名 法 は 、 慣 用 の プ ラ ク テ ィ ス に 従 っ て
、 ア ミ ノ 基 を 、 各 ア ミ ノ 酸 残 基 の 左 側 に 与 え 、 カ ル ボ キ シ 基 は 、 右 側 に 与 え る 。 本 発 明 の
選 択 し た 特 定 の 具 体 例 を 表 す 式 に お い て 、 ア ミ ノ 及 び カ ル ボ キ シ 末 端 基 は 、 特 に 示 さ な い
が 、 別 途 特 定 し な い 限 り 、 生 理 的 ｐ Ｈ 値 に あ る と 仮 定 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 構 造 式 に お い て 、
各 残 基 は 、 一 般 に 、 下 記 の 一 覧 表 に 従 う ア ミ ノ 酸 の 慣 用 名 に 対 応 す る 一 文 字 又 は 三 文 字 記
号 に よ っ て 表 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ２ 】

　 こ こ で 用 い る 場 合 、 表 現 「 ア ミ ノ 酸 」 は 、 天 然 及 び 合 成 の ア ミ ノ 酸 の 両 方 並 び に Ｄ 及 び
Ｌ ア ミ ノ 酸 の 両 方 を 包 含 す る 。 「 標 準 的 ア ミ ノ 酸 」 は 、 天 然 ペ プ チ ド 中 に 見 出 さ れ る ２ ０
種 類 の Ｌ ア ミ ノ 酸 の 何 れ か を 意 味 す る 。 「 標 準 的 で な い ア ミ ノ 酸 」 は 、 そ れ が 合 成 に よ り
製 造 さ れ る か 天 然 起 源 か ら 導 か れ る か に か か わ ら ず 、 標 準 的 ア ミ ノ 酸 以 外 の 任 意 の ア ミ ノ
酸 を 意 味 す る 。 こ こ で 用 い る 場 合 、 「 合 成 の ア ミ ノ 酸 」 は 又 、 化 学 的 に 改 変 さ れ た ア ミ ノ
酸 を も 包 含 し 、 塩 、 ア ミ ノ 酸 誘 導 体 (ア ミ ド な ど )及 び 置 換 体 を 含 む が こ れ ら に 限 ら れ な い
。 本 発 明 の ペ プ チ ド に 含 ま れ る ア ミ ノ 酸 、 特 に カ ル ボ キ シ 又 は ア ミ ノ 末 端 の ア ミ ノ 酸 は 、
メ チ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 ア セ チ ル 化 又 は 他 の 化 学 基 に よ る 置 換 に よ っ て 改 変 す る こ と が で き
、 こ れ ら は 、 ペ プ チ ド の 循 環 半 減 期 を 、 そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 に 悪 影 響 を 及 ぼ す こ と な く
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変 化 さ せ る こ と が で き る 。 加 え て 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド 中 に 存 在 し
て も し な く て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ア ミ ノ 酸 は 、 下 記 の 一 般 的 構 造 を 有 し て い る ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ア ミ ノ 酸 は 、 側 鎖 Ｒ に 基 づ い て 、 次 の ７ つ の グ ル ー プ に 分 類 さ れ る ： (１ )脂 肪 族 側 鎖 、
(２ )水 酸 基 (Ｏ Ｈ )を 含 む 側 鎖 、 (３ )硫 黄 原 子 を 含 む 側 鎖 、 (４ )酸 又 は ア ミ ド 基 を 含 む 側 鎖
、 (５ )塩 基 性 基 を 含 む 側 鎖 、 (６ )芳 香 族 環 を 含 む 側 鎖 及 び (７ )プ ロ リ ン (側 鎖 が ア ミ ノ 基
に 融 合 し た ア ミ ノ 酸 )。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 抗 体 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 、 一
本 鎖 、 キ メ ラ 且 つ ヒ ト 化 抗 体 、 並 び に Ｆ ab断 片 (Ｆ ab又 は 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 発 現 ラ イ ブ
ラ リ ー の 生 成 物 を 含 む )を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 用 語 「 ヒ ト 化 抗 体 」 は 、 非 ヒ ト 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 相 補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )
を 有 し 且 つ そ の 抗 体 分 子 の 残 り の 部 分 は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 抗 体 を い う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 用 語 「 キ メ ラ 抗 体 」 は 、 異 な る 種 に 由 来 す る 可 変 領 域 と 定 常 領 域 を 含 む 抗 体 を 意 味 す る
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 用 語 「 キ メ ラ の ヒ ト 化 抗 体 」 は 、 少 な く と も 定 常 領 域 が ヒ ト に 由 来 す る キ メ ラ 抗 体 を 意
味 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 ペ プ チ ド 」 及 び 「 タ ン パ ク 質 」 は 、 交 換 可 能 に 用 い ら れ 、 ペ プ チ ド 結 合 又 は 改 変 ペ プ
チ ド 結 合 (ペ プ チ ド 同 配 体 )に よ り 共 有 結 合 さ れ た 少 な く と も ２ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 よ り な る
化 合 物 の こ と を い う 。 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 の 最 大 数 に 制 限 は 課 さ
な い 。 こ こ に 又 は 請 求 の 範 囲 に 記 載 の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 を 含 む ア ミ ノ 酸 は 、 Ｄ 又 は
Ｌ ア ミ ノ 酸 で あ る と 理 解 さ れ る が 、 Ｌ ア ミ ノ 酸 が 好 適 で あ る 。 こ こ に 記 載 の ペ プ チ ド 又 は
タ ン パ ク 質 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 は 又 、 天 然 の 過 程 に よ り (例 え ば 、 翻 訳 後 プ ロ セ ッ シ ン グ )
又 は 当 業 者 に 周 知 の 化 学 的 改 変 技 術 に よ っ て 改 変 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。 改 変 は 、 ペ
プ チ ド 中 の 何 処 に あ っ て も よ い (ペ プ チ ド 主 鎖 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 及 び ア ミ ノ 又 は カ ル ボ キ シ
ル 末 端 を 含 む )。 同 じ 型 の 改 変 が 、 所 定 の ペ プ チ ド 中 の 幾 つ か の 部 位 で 、 同 程 度 に 存 在 し
て も 様 々 な 程 度 に 存 在 し て も よ い と い う こ と は 理 解 さ れ る 。 又 、 所 定 の ペ プ チ ド は 、 多 く
の 種 類 の 改 変 を 含 む こ と も で き る 。 改 変 に は 、 ア セ チ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 Ａ Ｄ Ｐ リ ボ シ ル
化 、 ア ミ ド 化 、 フ ラ ビ ン の 共 有 結 合 、 ヘ ム 成 分 の 共 有 結 合 、 ヌ ク レ オ チ ド 又 は ヌ ク レ オ チ
ド 誘 導 体 の 共 有 結 合 、 脂 質 又 は 脂 質 誘 導 体 の 共 有 結 合 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル の 共
有 結 合 、 架 橋 、 環 状 化 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 、 脱 メ チ ル 化 、 共 有 結 合 性 の 架 橋 の 形 成 、
シ ス チ ン の 形 成 、 ピ ロ グ ル タ メ ー ト の 形 成 、 ホ ル ミ ル 化 、 ガ ン マ － カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ
コ シ ル 化 、 Ｇ Ｐ Ｉ ア ン カ ー 形 成 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 ヨ ー ド 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化
、 酸 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 過 程 、 リ ン 酸 化 、 プ レ ニ ル 化 、 ラ セ ミ 化 、 セ レ ノ イ ル 化 、 硫 酸 化
、 ト ラ ン ス フ ァ ー Ｒ Ｎ Ａ 媒 介 の ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 へ の 追 加 (例 え ば 、 ア ル ギ ニ ル 化 )、
及 び ユ ビ キ チ ン 化 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、
, 第 二 版 、 T.E. Creighton, W.H. Freeman and Company, New York, 1993及 び Wold F, 
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Posttranslational Protein Modifications； Perspective and Prospects, ｐ .1-12(
, B.C. Johnson編 、 Academic Press,

New York, 1983； Seifter等 、 「 Analysis for protein modifications and nonprotein c
ofactors」 、  Meth. Enzymol.(1990) :626-646及 び Rattan等 、 (1992),「 Protein Synth
esis: Posttranslational Modifications and Aging」 Ann NY Acad Sci :48-62中 )を
参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 、 「 リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 」 は 、 核 酸 例 え ば 翻 訳 さ れ た 場 合 に 所 定 の
ペ プ チ ド を 生 成 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 の 特 定 の 一 連 の コ ド ン を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム (「 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム タ ン パ ク 質 」 と も 呼 ば れ る )は
、 対 応 す る 正 常 タ ン パ ク 質 中 で は 見 出 さ れ な い ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ
ォ ー ム 中 で の み 見 出 さ れ て 、 対 応 す る 正 常 タ ン パ ク 質 中 で は 見 出 さ れ な い ア ミ ノ 酸 配 列 は
、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に 「 ユ ニ ー ク 」 で あ る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に ユ ニ ー ク な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド は 、 そ れ 故 、 高 度
に 免 疫 原 性 で あ る 。 こ こ で 用 い る 場 合 、 「 正 常 」 タ ン パ ク 質 は 、 所 定 遺 伝 子 に よ り 生 成 さ
れ る 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 大 部 分 を 構 成 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 か ら 生 成 さ れ る 任 意 の タ ン パ ク
質 で あ る 。 例 え ば 、 も し ２ つ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 が 、 一 つ の 遺 伝 子 に よ り 生 成 さ れ た な ら ば
、 そ の 遺 伝 子 に よ り 生 成 さ れ た 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の ５ ０ ％ よ り 多 く を 構 成 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転
写 物 は 、 正 常 に ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 で あ る と み な さ れ 、 そ れ は 、 「 正
常 な 」 タ ン パ ク 質 へ と 翻 訳 さ れ る 。 こ の 遺 伝 子 に よ り 生 成 さ れ た 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ０ ％ 未 満
を 構 成 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 は 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ と み な さ れ 、 そ れ
は 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム へ と 翻 訳 さ れ る 。 も し 一 つ の 遺 伝 子 か ら ３ つ 以 上 の ｍ Ｒ Ｎ
Ａ 転 写 物 が 生 成 さ れ る な ら ば 、 他 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 と 比 較 し て 一 層 多 い 割 合 で 存 在 す る ｍ
Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 が 、 正 常 に ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 と み な さ れ 、 そ れ は 、 「
正 常 な 」 タ ン パ ク 質 へ と 翻 訳 さ れ る 。 正 常 に ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 比 較 し て
一 層 僅 か し か 存 在 し な い ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 は 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ と み
な さ れ 、 そ れ ら は 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム へ と 翻 訳 さ れ る 。 例 え ば 、 も し 遺 伝 子 が 、
３ 種 類 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 、 ４ ０ ： ３ ５ ： ２ ５ の 相 対 的 割 合 で 生 成 し た な ら ば 、 生 成 さ れ
た 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の ４ ０ ％ を 構 成 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 、 正 常 に ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ
Ｎ Ａ と み な さ れ る 。 生 成 さ れ た 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の ３ ５ ％ 及 び ２ ５ ％ を 構 成 す る ２ 種 類 の
ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 そ れ ぞ れ 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム で あ る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の 発 明 の 目 的 に 関 し て 、 遺 伝 子 に よ り 生 成 さ れ た 正 常 な 又 は 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を
受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル は 、 そ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 生 成 さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル と 直 接 的 に
比 例 す る と い う こ と を 仮 定 す る 。 細 胞 内 の 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量
(従 っ て 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム の 量 )は 、 し ば し ば 、 そ の 遺 伝 子 に よ り 生 成 さ れ た 全
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 比 較 的 少 量 を 占 め る 。 例 え ば 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 、 所 定 遺 伝
子 の 全 ア ウ ト プ ッ ト の １ ０ ％ 以 下 、 ５ ％ 以 下 、 １ ％ 以 下 又 は ０ ． ５ ～ ０ ． １ ％ 以 下 を 表 し
う る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 一 つ の 遺 伝 子 か ら 生 成 さ れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 相 対 的 な 量 は 、 当 分 野 で 周 知 の 技 術 ； 例
え ば 、 Siebert PD(1993),「 Quantitative RT-PCR」 Clontech Laboratories, Inc., カ リ
フ ォ ル ニ ア 、 Palo Alto在 ； Carango P等 (1995),Ann.Neurol. :610-617； 及 び Grove DS (
1999), J.Biomolecular Techniques :11-16(こ れ ら の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に
援 用 す る )に 記 載 さ れ た よ う な 定 量 的 逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ )技
術 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 量 は 、 典 型 的 に は 、 相 対 的 単 位 で 表
さ れ る が 、 質 量 (例 え ば 、 μ ｇ )又 は モ ル (例 え ば 、 グ ラ ム 分 子 量 )で 表 す こ と も で き る 。
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【 ０ ０ ３ ５ 】
　 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 に お け る 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム の 量 (タ ン パ ク 質 又 は ｍ Ｒ Ｎ
Ａ レ ベ ル で 評 価 )は 、 正 常 細 胞 で 見 出 さ れ る 同 じ 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム の レ ベ ル よ り
も 少 な く と も ５ ０ ％ 多 く て よ い 。 「 病 ん だ 」 又 は 「 異 常 な 」 細 胞 は 、 細 胞 又 は 組 織 の 検 査
に お い て 当 業 者 に 容 易 に 認 め ら れ る あ る 種 の 異 常 な 表 現 型 に よ り 同 定 さ れ る 。 例 え ば 、 種
々 の 癌 の 病 理 学 及 び 組 織 学 は 、 Cancer: Principles and Practice of Oncology,(第 三 版
、 DeVita VT, Hellman S,及 び Rosenberg SA編 )、 1989, J.B.Lipincott Co., ペ ン シ ル ベ
ニ ア 、 Phila.に 記 載 さ れ て い る (そ の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 腫 瘍 形 成 性 又 は 新 生 物 形 成 性 の 細 胞 は 、 培 養 時 に 該 細 胞 に よ り 示 さ れ る あ る 種 の 増 殖 特
性 及 び 形 態 に よ り 同 定 す る こ と も で き る 。 腫 瘍 形 成 性 又 は 新 生 物 形 成 性 細 胞 は 、 接 触 に よ
り 誘 導 さ れ る 増 殖 阻 害 に 無 反 応 性 で あ り 、 こ れ ら の 細 胞 は 、 長 期 間 培 養 さ れ た 場 合 、 培 養
器 中 に フ ォ ー カ ス を 形 成 す る 。 腫 瘍 形 成 性 又 は 新 生 物 形 成 性 細 胞 は 又 、 特 徴 的 な 形 態 的 変
化 、 無 秩 序 な コ ロ ニ ー 生 育 パ タ ー ン 、 及 び 足 場 非 依 存 増 殖 性 の 獲 得 を も 示 す 。 腫 瘍 形 成 性
又 は 新 生 物 形 成 性 細 胞 は 又 、 感 受 性 の 動 物 に お い て 浸 潤 性 の 腫 瘍 を 形 成 す る 能 力 を も 有 し
て お り 、 こ れ は 、 そ れ ら の 細 胞 を 例 え ば 胸 腺 切 除 し た マ ウ ス 又 は 同 種 の 新 生 動 物 に 当 分 野
で 周 知 の 技 術 を 用 い て 注 射 す る こ と に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Combes等 (1
999),「 Cell Transformation Assays as Predictors of Human Carcinogenicity: The Re
port and Recommendations of ECVAM Workshop 39」 、 ATLA 27, 745-767(http://altweb.
jhsph.edu/science/pubs/ECVAM/ecvam39.htmで 入 手 可 能 )を 参 照 さ れ た い (そ の 全 開 示 を 参
考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 他 の 種 類 の 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 を 同 定 す る た め の 、 組 織 学 的 、 細 胞 培 養 ベ ー ス の 及 び
そ の 他 の 技 術 も 又 、 当 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 、 「 実 質 的 に 正 常 細 胞 に 存 在 し な い 」 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 、
選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム が 正 常 細 胞 に 存 在 し な い か 又 は 無 視 で き る 量 で 存 在 す る こ と を
意 味 し 、 何 れ に せ よ 、 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 中 で 見 出 さ れ る レ ベ ル の 約 ６ ６ ％ よ り 多 く は
存 在 し な い 。 そ れ 故 、 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 に 対 し て 特 異 的 に 向 け ら れ た 免 疫 応 答 は 、 選
択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に ユ ニ ー ク な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 少 な く と も 一 種 類 の ペ プ チ ド を
投 与 さ れ た 患 者 に よ っ て 生 成 さ れ う る 。 か か る ペ プ チ ド に よ る 免 疫 化 は 、 正 常 細 胞 に 対 す
る 免 疫 応 答 を 誘 出 し な い 利 点 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム の 一 種 は 、 通 常 離 れ て い る ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 繋 ぐ こ と に
よ り 形 成 さ れ る 新 規 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 こ の 種 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 、 ｍ Ｒ
Ｎ Ａ が 、 通 常 タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ る エ ク ソ ン の 配 列 の 全 部 又 は 部 分 を ス キ ッ プ す る が 、
正 常 の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が 無 傷 で あ る よ う に ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た 場 合 に 生 成 さ れ
る 。 こ う し て 、 新 規 な ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 以 前 に は 隣 接 し て い な か っ た ２ つ の 「 正 常 」 ア ミ
ノ 酸 の 並 置 に よ り 、 「 ス プ ラ イ ス 部 位 」 に 造 ら れ る 。 正 常 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ア ミ ノ 酸
配 列 が 、 ス プ ラ イ ス 部 位 に 隣 接 す る 。 エ ク ソ ン の 配 列 の ス キ ッ プ は 又 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム を シ フ ト さ せ る こ と な く 新 た な コ ド ン を 造 る こ と も で き る 。 こ の 例 に お い
て は 、 新 規 な ア ミ ノ 酸 を 、 正 常 ア ミ ノ 酸 配 列 に 隣 接 す る ス プ ラ イ ス 部 位 に 挿 入 す る 。 両 方
の 種 類 の ス プ ラ イ ス 部 位 は 、 免 疫 学 的 な 「 非 自 己 」 配 列 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 他 の 種 類 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 、 通 常 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 に 存 在 し な い コ ー ド 配 列 か ら
翻 訳 さ れ た 新 規 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 か か る コ ー ド 配 列 は 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 事 象
に よ り 造 ら れ 、 該 事 象 に お い て は 、 イ ン ト ロ ン 配 列 又 は 典 型 的 に は 正 常 タ ン パ ク 質 に 翻 訳
さ れ な い エ ク ソ ン 配 列 が ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 含 ま れ る 。 こ れ ら の コ ー ド 配 列 も 又 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ネ イ
テ ィ ブ な リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 変 化 さ せ る 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 事 象 に よ り 造 ら れ う る
も の で あ り 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 の 下 流 の 「 ミ ス セ ン ス 」 ア ミ ノ 酸 配 列 の 翻 訳 を 生
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じ る 。 新 規 な ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 免 疫 学 的 に 「 非 自 己 」 配 列 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 特 定 の 病 気 の 過 程 に 関 与 す る 遺 伝 子 及 び 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 生 成
す る こ と が あ り そ う な 遺 伝 子 は 、 し ば し ば 、 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 に お い て 、 正 常 組 織 由
来 の 細 胞 と 比 較 し て 変 化 し た 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 例 え ば 、 血 管 新 生 (新 し い 血 管 の 形 成 )は 、 腫 瘍 の 持 続 的 成 長 に 決 定 的 に 重 要 な 過 程 で あ
る 。 腫 瘍 に お い て 同 定 さ れ た 血 管 形 成 の た め の 最 も 強 力 な 因 子 の 幾 つ か は 、 血 管 内 皮 成 長
因 子 (Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ )タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 こ れ ら は 、 腫 瘍 細 胞 に お い て ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 に は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｂ 、 Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ － Ｃ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｄ 、 及 び 胎 盤 成 長 因 子 (Ｐ Ｉ Ｇ Ｆ )が 含 ま れ る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質
を 生 成 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 様 々 な ス プ ラ イ シ ン グ 事 象 を 受 け う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 疾 病 特 異 的 な 仕 方 で 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 生 成 す る 多 く の 他 の 遺 伝
子 が 、 当 分 野 で は 知 ら れ て お り 、 本 発 明 の 実 施 に お い て 利 用 す る こ と が で き る 。 表 １ は 、
か か る 遺 伝 子 、 そ れ ら が 関 係 す る 病 気 、 そ れ ら の 遺 伝 子 に よ り 造 ら れ る 選 択 的 ス プ ラ イ ス
フ ォ ー ム 、 及 び そ れ ら の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム か ら 導 か れ る こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 代
表 的 一 覧 表 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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【 表 ２ 】
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【 ０ ０ ４ ５ 】
　 表 １ に 示 し た よ う に 、 あ る 種 の 病 気 は 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 含 む 病 ん だ 又 は 異
常 な 細 胞 を 生 成 す る 傾 向 が あ る 。 例 え ば 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 、 感 染 又 は ス ト レ
ス ； 癌 (例 え ば 、 急 性 前 骨 髄 細 胞 性 白 血 病 ； 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 ； 骨 髄 芽 球 性 白 血 病
； 子 宮 癌 ； 甲 状 腺 癌 ； 消 化 器 腫 瘍 ； 異 形 性 及 び 新 生 頚 部 上 皮 ； メ ラ ノ ー マ ； 乳 癌 ； 前 立 腺
癌 ;肺 癌 ； 子 宮 内 膜 癌 ； 奇 形 癌 腫 ； 大 腸 癌 ； 繊 維 形 成 性 球 形 細 胞 腫 瘍 ； 上 皮 新 生 物 ； 胃 癌
； 卵 巣 癌 )； 免 疫 系 の 病 気 (例 え ば 、 ア レ ル ギ ー 応 答 、 ｘ 連 鎖 無 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 血 症 、 免
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疫 ／ 炎 症 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 病 )； 代 謝 異 常 (例 え ば 、 フ ェ ニ ル
ケ ト ン 尿 症 、 非 イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 糖 尿 病 )； 膠 原 病 (例 え ば 、 骨 形 成 不 全 症 )； 動 脈 の 病
気 (ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 )； 遺 伝 性 赤 血 球 膜 異 常 (例 え ば 、 遺 伝 性 楕 円 赤 血 球 症 )； 甲 状
腺 ホ ル モ ン 抑 制 ； 子 宮 内 膜 増 殖 症 ； ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ； 及 び ア ル コ ー ル 中 毒 症 に よ り 生 じ
た 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 中 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 特 定 の 種 類 の 病 気 に お い て 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 、 あ る 種 の 遺 伝 子 か ら 生 成 さ
れ る 傾 向 が あ る 。 例 え ば 、 癌 に お い て 、 Ｃ Ｄ ４ ４ 遺 伝 子 ； ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン レ セ プ タ ー
遺 伝 子 (例 え ば 、 エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー 遺 伝 子 )及 び Ｆ Ｈ Ｉ Ｔ 遺 伝 子 は 、 様 々 な 選 択 的 ス
プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 生 成 し そ れ ら か ら こ の 発 明 の ペ プ チ ド が 誘 導 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 当 業 者 は 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 潜 在 的 に 生 成 す る 他 の 遺 伝 子 を 、 周 知 の 技 術 を
利 用 し て 同 定 す る こ と が で き 、 該 技 術 に は 、 連 鎖 分 析 、 遺 伝 子 発 現 ア レ イ 分 析 、 ホ モ ロ ジ
ー 検 索 、 及 び 点 突 然 変 異 分 析 及 び 、 所 定 の 核 酸 配 列 中 の エ ク ソ ン 使 用 量 を 予 想 す る こ と の
で き る 市 販 の コ ン ピ ュ ー タ ー ソ フ ト ウ ェ ア が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 特 定 の 疾 病 過 程 に 関 与 す る 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 当 分 野 で 周 知 の 技 術 を 利
用 し て 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン に つ い て 分 析 す る こ と が で き る 。 か か る 技 術 に は
、 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ )、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 及 び イ ン ・ シ ト
ゥ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 含 ま れ る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 分 析 す る た め の 技 術 は 、 例 え ば
、 Busting SA(2000), J.Mol.Endocrinol. :169-193に 記 載 さ れ て い る (そ の 完 全 な 開 示 を
本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 援 用 す る )。 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 同 定 す る
た め の 代 表 的 技 術 も ま た 、 下 記 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 例 え ば 、 所 定 の 病 気 の 遺 伝 子 に 関 係 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む デ ー タ ベ ー ス を 利 用 し
て 、 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 同 定 す る こ と が で き る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む デ ー タ ベ ー ス に は 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 、 Ｅ ｍ ｂ ａ ｓ ｅ 及 び the Cancer Genome Anatom
y Project（ Ｃ Ｇ Ａ Ｐ ） デ ー タ ベ ー ス が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｇ Ａ Ｐ デ ー タ ベ ー ス は 、 様
々 な 種 類 の ヒ ト の 癌 か ら 発 現 さ れ た 配 列 タ グ (Ｅ Ｓ Ｔ )を 含 む 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は 遺 伝 子 配 列 を
利 用 し て 、 か か る デ ー タ ベ ー ス に 問 い 合 わ せ て 、 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ
を 表 す Ｅ Ｓ Ｔ が 所 定 の 病 気 で 発 現 さ れ る 特 定 の 遺 伝 子 に 関 し て 見 出 さ れ た か ど う か を 決 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 Ｒ Ｎ ア ー ゼ 防 護 」 と 呼 ば れ る 技 術 も 又 、 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 同
定 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ ア ー ゼ 防 護 は 、 遺 伝 子 配 列 の 合 成 Ｒ Ｎ Ａ へ の 翻
訳 を 含 み 、 そ れ は 、 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し た Ｒ Ｎ Ａ を 、 次 い で 、 Ｒ Ｎ Ａ ： Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド ミ ス マ ッ チ を 認 識 す る
酵 素 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 予 想 さ れ る も の よ り も 小 さ い 断 片 は 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ
を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 を 示 し て い る 。 推 定 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を
、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ っ て ク ロ ー ン 化 し て 配 列 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 逆 転 写 を ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 と 結 合 さ せ た 技 術 (「 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 」 )も 又 、 選 択 的 ス プ
ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 同 定 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に お
い て は 、 病 気 の 組 織 に 由 来 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 利 用 し て 、 酵 素 逆 転 写
に よ っ て ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 す る 。 次 い で 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 コ ー ド 配 列 を 、 ３ ’ 非 翻 訳 領 域 に 位
置 さ せ た フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 及 び ５ ’ 非 翻 訳 領 域 に 位 置 さ せ た リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 利
用 し て 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 す る 。 こ れ ら の 増 幅 生 成 物 を 、 例 え ば 、 増 幅 生 成 物 の サ イ ズ
を 正 常 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の 発 現 生 成 物 の サ イ ズ と 比 較 す る こ と に よ り
選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に つ い て 分 析 す る こ と が で き る 。 増 幅 生 成 物 の 相 対 的 サ イ ズ を
測 定 す る 好 適 方 法 は 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 で の ゲ ル 電 気 泳 動 で あ る 。 増 幅 生 成 物 の 如 何 な る
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サ イ ズ の 変 化 も 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 示 し う る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ の 最 初 の ラ ウ ン ド が 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 析 し た 場 合 に 不 明 瞭 な 生
成 物 の バ ン ド を 生 じ る な ら ば 、 最 初 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 一 部 を 増 幅 の 第 二 ラ ウ ン ド で 利 用 す る
こ と が で き る 。 こ の 第 二 ラ ウ ン ド の 増 幅 は 、 好 ま し く は 、 第 一 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト の 内 側
に 入 る 一 組 の プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 。 こ の 過 程 (「 ネ ス ト し た Ｐ Ｃ Ｒ 」 と 呼 ば れ る )は 、 当
業 者 に 周 知 で あ る 。 増 幅 さ れ た 生 成 物 が 、 第 二 ラ ウ ド の 増 幅 後 に ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 依 然
と し て 不 明 瞭 な バ ン ド を 生 成 す る な ら ば 、 第 三 ラ ウ ン ド の ネ ス ト し た Ｐ Ｃ Ｒ を 行 な う こ と
が で き る 。 一 度 増 幅 生 成 物 を 表 す 明 確 な バ ン ド が 生 成 さ れ た な ら ば 、 そ の バ ン ド を ゲ ル か
ら 切 り 出 し て 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し て 公 知 技 術 に よ っ て 配 列 決 定 す る (例 え ば 、 Sanger等
、 (1977),Proc.Natl.Acad.Sci.USA 74:5463(そ の 完 全 な 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援
用 す る )に よ る ジ デ オ キ シ チ ェ ー ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 )。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 一 度 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 同 定 さ れ た な ら ば 、 そ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に よ り
コ ー ド さ れ る 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム の 全 部 又 は 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を
公 知 の 治 術 に よ り 翻 訳 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を
受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 は 又 、 標 準 的 コ ド ン 利 用 表 か ら 予 想 す る
こ と も で き る 。 例 え ば 、 Lewin B, Genes VI, (Oxford University Press, Inc., New Yor
k, 1997)(そ の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )の 第 ２ １ ４ 頁 の 図 ９ ． １ を 参 照
さ れ た い 。 次 い で 、 こ の 配 列 に 基 づ く ペ プ チ ド を 生 成 し て 、 こ の 発 明 の 実 施 に 利 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 部 分 配 列 決 定 さ れ た 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 由 来 す る 核 酸 配 列 (又 は
選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 に 由 来 す る 核 酸 配 列 )を 利 用 し て 、 こ の 発
明 の ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー を 、 選 択 的 ス プ
ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム の 部 分 配 列 か ら 生 成 す る こ と
が で き る 。 こ の プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー を 、 公 知 の 分 子 生 物 学 技 術 例 え ば プ ラ イ マ ー 伸 長
、 核 酸 配 列 決 定 、 又 は 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 共 に 利 用 し て 、 部 分 配 列 決 定 し た 選
択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 関 す る 更 な る 配 列 デ ー タ を 獲 得 す る こ と が で き る
。 こ の 発 明 の ペ プ チ ド を 、 こ の 方 法 に お い て 得 ら れ た 更 な る 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け
た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 か ら 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に 対 応 す る 正 常 タ ン パ ク 質 中 に 見 出
さ れ な い 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ま な け れ ば な ら ず 、 又 は 正 常 タ
ン パ ク 質 中 の 異 な る 部 分 に 典 型 的 に 位 置 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 一 つ の 新 規 な 並 置
を 含 ま な け れ ば な ら な い 。 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス
フ ォ ー ム に ユ ニ ー ク な ア ミ ノ 酸 配 列 の み を 含 む こ と が で き る 。 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 任
意 の 長 さ で あ っ て よ い が 、 好 ま し く は 、 ４ ～ ５ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 特 に 好 適 な ペ プ チ ド
は 、 ７ ～ ２ ５ ア ミ ノ 酸 長 の 例 え ば ８ 又 は ９ ア ミ ノ 酸 長 の こ の 発 明 の ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 対 応 す る 正 常 タ ン パ ク 質 と の 免 疫 学 的 交 叉 反 応 性 を 最 少 に す る た め に 、 こ の 発 明 の ペ プ
チ ド 中 に 含 ま れ る 正 常 ア ミ ノ 酸 配 列 の 量 を 制 限 す る こ と は 好 ま し い こ と で あ る 。 ペ プ チ ド
抗 原 の プ ロ セ ッ シ ン グ に 必 須 で あ る Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 分 子 の 認 識 部 位 は 、 ８ 又 は ９ ア ミ ノ 酸
長 で あ る 。 如 何 な る 理 論 に 拘 束 さ れ る こ と も 望 ま な い が 、 ８ ア ミ ノ 酸 長 以 上 の 正 常 ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 正 常 タ ン パ ク 質 に 対 す る 望 ま し く な い 免 疫 応 答 を 生
成 し う る と 考 え ら れ る 。 そ れ 故 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド に 含 ま れ る 連 続 す る 正 常 配 列 の 長 さ
は 、 好 ま し く は ７ ア ミ ノ 酸 未 満 で あ る 。 一 層 好 ま し く は 、 連 続 す る 正 常 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、
６ 、 ５ 、 ４ 、 ３ 、 ２ 又 は １ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 一 つ よ り 多 く の 連
続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と が で き る と い う こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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　 通 常 離 れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 の 融 合 に よ り 造 ら れ た 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に 由 来 す
る こ の 発 明 の ペ プ チ ド に 関 し て 、 ス プ ラ イ ス 部 位 に 隣 接 す る 連 続 す る 正 常 ア ミ ノ 酸 配 列 が
７ ア ミ ノ 酸 長 以 下 で あ る こ と は 好 ま し い 。 一 層 好 ま し く は 、 ス プ ラ イ ス 部 位 に 隣 接 す る こ
れ ら の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 各 々 、 ６ 、 ５ 、 ４ 、 ３ 、 ２ 又 は １ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 一
具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 ス プ ラ イ ス 部 位 に 隣 接 す る 連 続 す る 正 常 ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 如 何 な る 理 論 に 拘 束 さ れ る こ と も 望 ま な い が 、 か か る ペ プ チ
ド は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 抗 原 提 示 の た め の 最 適 の 長 さ を 有 し た ま ま 、 対 応 す る 正 常 タ ン パ ク
質 に 対 す る 有 意 に 低 い 交 叉 反 応 性 を 生 じ る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド を 合 成 す る た め の 任 意 の 方 法 に よ り 生 成 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の イ ン ・ ビ ト ロ 翻 訳 に よ り 得 る こ
と が で き る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 又 、 溶 液 中 又 は 固 体 支 持 体 上 で 慣 用 の 技 術 に よ っ て 合 成
す る も で き る 。 様 々 な 市 販 の 自 動 合 成 装 置 を 利 用 す る こ と が で き 、 公 知 の プ ロ ト コ ー ル に
し た が っ て 利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Stewart及 び Young, Solid Phase Peptide Sy
nthesis, 第 二 版 、 Pierce Chemical Co.(1984)； Tam等 、 J.Am.Chem.Soc.105:6442,1983；
Merrifield, Science 232:341-347, 1986； 及 び Barany及 び Merrifield, The Peptides, G
ross & Meienhofer編 、 Academic Press, New York, pp.1-284(1979)を 参 照 さ れ た い (こ れ
ら の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 或 は 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 利 用 し て 生 成 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 こ れ ら の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の
逆 転 写 に よ り 、 又 は 当 分 野 で 周 知 の 化 学 合 成 技 術 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 。 こ の 核
酸 コ ー ド 配 列 に 、 次 い で 、 適 当 な リ ン カ ー を 与 え 又 は 当 分 野 で 一 般 に 利 用 可 能 な 発 現 ベ ク
タ ー 中 に 連 結 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ の 発 現 ベ ク タ ー は 、 調 節 配 列 例 え ば 開 始 及 び 停 止 コ ド ン 、 プ ロ モ ー タ ー 及 び タ ー ミ ネ
ー タ ー 領 域 並 び に 複 製 起 点 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 菌 宿 主 と 適 合 性 で あ る プ ロ モ
ー タ ー 配 列 を 、 所 望 の コ ー ド 配 列 の 挿 入 に 便 利 な 制 限 部 位 を 含 む プ ラ ス ミ ド 中 に 与 え る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 性 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 、 好 ま し く は 、 該 ペ
プ チ ド の 発 現 の た め の 適 当 な 細 菌 宿 主 に 、 公 知 の 技 術 に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 酵
母 又 は 哺 乳 動 物 細 胞 宿 主 も 又 、 利 用 す る こ と が で き る (但 し 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 適 合 性 の
制 御 配 列 を 含 む )。 多 く の 発 現 ベ ク タ ー と 宿 主 の 系 が 知 ら れ て お り 、 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 、 発 現 ベ ク タ ー 中 の 更 な る タ ン パ ク 質 コ ー ド 配
列 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 結 合 さ せ た コ ー ド 配 列 の 発 現 は 、 こ の 発 明 の ペ プ
チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る 。 追 加 の コ ー ド 配 列 は 、 こ の 発 明 の 他 の ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 配 列 又 は 他 の 種 類 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 核 酸 を ク ロ ー ン 化 し て 発 現 さ せ る 他 の 技 術 は 、 例 え ば 、 Sambrook等 、 Molecular Clonin
g, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y.(1982)
,及 び Ausubel等 編 、 Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, I
nc., New York(1987), 及 び 米 国 特 許 第 ４ ， ２ ３ ７ ， ２ ２ ４ 号 、 ４ ， ２ ７ ３ ， ８ ７ ５ 号 、
４ ， ４ ３ １ ， ７ ３ ９ 号 、 ４ ， ３ ６ ３ ， ８ ７ ７ 号 及 び ４ ， ４ ２ ８ ， ９ ４ １ 号 に 記 載 さ れ て い
る (こ れ ら の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 更 な る ア ミ ノ 酸 (即 ち 、 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ
て い な い ア ミ ノ 酸 )を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 例 え ば チ ロ
シ ン 、 シ ス テ イ ン 、 リ ジ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 又 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 を こ れ ら の ペ プ チ ド の Ｃ 又
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は Ｎ 末 端 に 加 え る こ と が で き る 。 こ れ ら の 更 な る ア ミ ノ 酸 は 、 こ の 発 明 の 二 以 上 の ペ プ チ
ド の 相 互 の 結 合 、 こ の 発 明 の 少 な く と も 一 つ の ペ プ チ ド の 、 こ れ ら の ペ プ チ ド の 免 疫 系 へ
の 提 示 を 増 強 す る こ と の で き る 多 価 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム (例 え ば 、 ポ リ リ ジ ン 、 ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル な ど )へ の 結 合 、 一 つ 以 上 の こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 他 の タ ン パ ク 質 又 は 他 の
分 子 へ の 結 合 の た め に ； 又 は こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 物 理 的 若 し く は 化 学 的 特 性 を 改 変 す る
た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 多 価 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 又 は 他 の タ ン
パ ク 質 若 し く は 他 の 分 子 へ の 結 合 の た め の 部 位 も 又 、 こ れ ら の ペ プ チ ド の 末 端 Ｎ Ｈ 2 ア シ
ル 化 (例 え ば 、 ア セ チ ル 化 )、 チ オ グ リ コ ー ル 酸 ア ミ ド 化 、 末 端 カ ル ボ キ シ ア ミ ド 化 (例 え
ば 、 ア ン モ ニ ア 又 は メ チ ル ア ミ ン に よ る )又 は ビ オ チ ン 化 に よ り 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 好 ま し く は 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 ホ モ 又 は ヘ テ ロ 多 量 体 に 結 合 し て 一 体 化 さ れ る 。
こ れ ら の ホ モ 又 は ヘ テ ロ 多 量 体 は 、 二 量 体 、 三 量 体 、 四 量 体 、 五 量 体 、 六 量 体 又 は 一 層 多
量 の 多 量 体 を 含 む こ と が で き る 。 こ の 発 明 の ペ プ チ ド か ら の 多 量 体 の 形 成 は 、 結 合 し た ペ
プ チ ド の 所 望 の 機 能 (例 え ば 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 決 定 基 と し て 又 は 抗 体 応 答 の ア ク チ ベ ー
タ ー と し て の 機 能 )を 果 た す 能 力 を 実 質 的 に 干 渉 す べ き で な い と い う こ と は 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 好 適 な 方 法 に お い て 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の ホ モ 又 は ヘ テ ロ 多 量 体 は 、 シ ス テ イ ン 残 基
を 介 し て 形 成 さ れ 、 こ れ ら は 、 こ れ ら の ペ プ チ ド の Ｎ 及 び ／ 又 は Ｃ 末 端 に 加 え ら れ る 。 次
い で 、 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 シ ス テ イ ン 残 基 の 制 御 さ れ た 酸 化 に よ り 、 多 量 体 を 形 成 す る
。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 他 の 方 法 に お い て は 、 ジ ス ル フ ィ ド ／ ア ミ ド 形 成 性 ヘ テ ロ 二 官 能 性 薬 剤 例 え ば 、 Ｎ － ス
ク シ ン イ ミ ジ ル － ３ － (２ － ピ リ ジ ル － ジ チ オ )プ ロ ピ オ ネ ー ト (Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ )を 利 用 し て 、 多
量 体 を こ の 発 明 の ペ プ チ ド か ら 形 成 す る 。 例 え ば 、 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 一 つ の ペ プ チ ド
中 の 第 一 の Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ 官 能 基 と シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 を 介 し て 、
及 び 第 二 の Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ 官 能 基 と 他 の ペ プ チ ド 中 の 遊 離 ア ミ ノ 基 と の 間 の ア ミ ド 結 合 の 形 成 を
介 し て 結 合 さ れ う る 。 他 の 適 当 な ジ ス ル フ ィ ド ／ ア ミ ド 形 成 性 ヘ テ ロ 二 官 能 性 薬 剤 は 、 公
知 で あ り ； 例 え ば 、 Immun.Rev.62:185,1982(そ の す べ て の 開 示 を 参 考 と し て 援 用 す る )を
参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 多 量 体 を 、 チ オ エ ー テ ル 結 合 を 形 成 す る 二 官 能 性 カ ッ プ リ ン グ 剤 を 用 い て 、 こ の 発 明 の
ペ プ チ ド か ら 形 成 す る こ と も で き る 。 適 当 な チ オ エ ー テ ル 形 成 剤 は 、 市 販 さ れ て お り 、 ６
－ マ レ イ ミ ド カ プ ロ ン 酸 ； ２ ブ ロ モ 酢 酸 ； ２ － ヨ ー ド 酢 酸 ； 及 び ４ － (Ｎ － マ レ イ ミ ド －
メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ ン 酸 の 反 応 性 エ ス テ ル を 含 む 。 こ れ ら の ペ プ チ ド の
結 合 を 達 成 す る た め に 、 こ れ ら の チ オ エ ー テ ル 形 成 剤 の カ ル ボ キ シ ル 基 を 、 １ － ヒ ド ロ キ
シ － ２ － ニ ト ロ － ４ － ス ル ホ ン 酸 の ス ク シ ン イ ミ ド 又 は ナ ト リ ウ ム 塩 で 活 性 化 す る 。 好 適
な 活 性 化 チ オ エ ー テ ル カ ッ プ リ ン グ 剤 は 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ － (Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル )
シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ キ シ レ ー ト (Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ )で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ の 発 明 の 単 量 体 又 は 多 量 体 ペ プ チ ド は 又 、 上 記 の 技 術 及 び 試 薬 を 用 い て 、 他 の タ ン パ
ク 質 に も 結 合 さ れ う る と い う こ と は 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 又 、 所 望 の 属 性 例 え ば 改 良 さ れ た 薬 理 学 的 効 果 若 し く は 免 疫 学 的
効 果 を 与 え 又 は ペ プ チ ド の 細 胞 へ の 侵 入 を 促 進 す る 必 要 に 応 じ て 改 変 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 効 果 を 改 良 す る こ と の で き る 改 変 に は 、 Ｃ Ｔ Ｌ 又 は 抗 体
誘 導 活 性 を 増 強 す る 改 変 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 の 疎 水 性 を 、 特 に Ｎ 末 端
の 第 二 残 基 が 既 に 疎 水 性 で あ り 且 つ Ｈ Ｌ Ａ 制 限 分 子 へ の 結 合 に 関 与 す る 場 合 に 、 増 大 さ せ
る こ と が で き る 。 如 何 な る 理 論 に 拘 束 さ れ る こ と も 望 ま な い が 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の Ｎ
末 端 の 疎 水 性 を 増 大 さ せ る こ と は 、 Ｔ 細 胞 へ の 提 示 の 効 率 を 増 大 さ せ る と 考 え ら れ る 。 従
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っ て 、 宿 主 が 有 意 の Ｃ Ｔ Ｌ 活 性 を 生 成 し え な い エ ピ ト ー プ を 含 む こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、
こ の ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 に お け る 疎 水 性 残 基 の 置 換 に よ り 作 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 効 果 を 改 良 す る 他 の 改 変 に は 、 ア ミ ノ 酸 の 挿 入 、 欠 失 及
び 置 換 (保 存 的 又 は 非 保 存 的 )が 含 ま れ 、 こ れ ら は 、 続 く 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 へ の 提 示 の
た め の 免 疫 原 性 ペ プ チ ド の Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 へ の 結 合 親 和 性 を 増 大 さ せ る 。 「 保 存 的 置 換 」 と は
、 ア ミ ノ 酸 残 基 を 他 の 生 物 学 的 及 び ／ 又 は 化 学 的 に 類 似 す る も の 例 え ば 疎 水 性 残 基 又 は 極
性 残 基 で 置 換 す る こ と を 意 味 す る 。 生 物 学 的 又 は 化 学 的 に 類 似 す る ア ミ ノ 酸 の 組 合 せ に は
、 Ｇ ｌ ｙ ／ Ａ ｌ ａ ； Ｖ ａ ｌ ／ Ｉ ｌ ｅ ／ Ｌ ｅ ｕ ； Ａ ｓ ｐ ／ Ｇ ｌ ｕ ； Ａ ｓ ｎ ／ Ｇ ｌ ｎ ； Ｓ ｅ ｒ
／ Ｔ ｈ ｒ ； Ｌ ｙ ｓ ／ Ａ ｒ ｇ ； 及 び Ｐ ｈ ｅ ／ Ｔ ｙ ｒ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 置 換 又 は 削 除 し う る ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 及 び 種 類 に 影 響 を 及 ぼ す 因 子 に は 、 免 疫 原 性 ペ プ
チ ド 上 の 必 須 の エ ピ ト ー プ 点 の 間 の 間 隔 、 及 び あ る 種 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 及 び 追 求 し う る
機 能 的 属 性 (例 え ば 、 疎 水 性 対 親 水 性 )が 含 ま れ る 。 そ れ 故 、 一 の ア ミ ノ 酸 を 所 定 の 組 合 せ
内 の 他 の も の で 置 換 す る こ と は 、 保 存 的 置 換 で あ る 。 他 の 保 存 的 置 換 は 、 当 業 者 に は 明 ら
か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 加 え て 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 側 鎖 に よ る 寄 与 は 、 特 定 さ れ た ア ミ ノ
酸 (例 え ば 、 Ａ ｌ ａ )を 有 す る ペ プ チ ド 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 系 統 的 置 換 に よ っ て 調 べ る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 又 、 そ れ ら の イ ン ・ ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ で の 安 定 性 を 増 大 す る よ
う に 改 変 す る こ と も で き る 。 か か る 改 変 に は 、 少 な く と も 一 つ の Ｄ － ア ミ ノ 酸 を 含 む よ う
に こ れ ら の ペ プ チ ド を 合 成 す る こ と が 含 ま れ る 。 Ｄ － ア ミ ノ 酸 含 有 ペ プ チ ド は 、 Ｌ － ペ プ
チ ド 対 応 物 に 比 べ て 、 ペ プ チ ダ ー ゼ に 対 し て 一 層 耐 性 で あ り 、 血 清 及 び 組 織 に お い て 一 層
安 定 で あ る 。 Ｄ － ア ミ ノ 酸 含 有 ペ プ チ ド と し て 合 成 し た こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 対 応 す る
Ｌ － ペ プ チ ド と 同 じ 効 力 を 有 す る で あ ろ う こ と が 予 想 さ れ る 。 し か し な が ら 、 Ｍ Ｈ Ｃ 分 子
に 対 す る 結 合 親 和 性 の 如 何 な る 損 失 で も 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド の 増 大 し た イ ン ・ ビ ボ 安
定 性 に よ っ て 補 償 さ れ る 。 こ の 発 明 の Ｌ － ア ミ ノ 酸 含 有 ペ プ チ ド の 安 定 性 は 又 、 そ の ペ プ
チ ド を 、 該 ペ プ チ ド の エ キ ソ ペ プ チ ダ ー ゼ に よ る 破 壊 を 阻 止 す る Ｄ － ア ミ ノ 酸 で 「 キ ャ ッ
ピ ン グ 」 す る こ と に よ っ て も 増 大 さ せ る こ と が で き る 。 Ｄ － ア ミ ノ 酸 含 有 ペ プ チ ド は 又 、
「 イ ン ベ ル ソ 」 又 は 「 レ ト ロ － イ ン ベ ル ソ 」 型 と し て 、 即 ち 、 配 列 の す べ て の Ｌ － ア ミ ノ
酸 を Ｄ － ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と に よ り 、 又 は ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 逆 に し て す べ て の Ｌ － ア
ミ ノ 酸 を Ｄ － ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と に よ っ て 合 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 免 疫 応 答 を 誘 出 す る 能 力 に 影 響 を 与 え な い こ の 発 明 の ペ プ チ ド の
改 変 も 又 、 企 図 さ れ る 。 例 え ば 、 免 疫 原 性 の 保 持 に 必 要 と さ れ な い ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 置 換
し 又 は 削 除 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 容 易 に 、 ど の ア ミ ノ 酸 を 置 換 し 又 は 削 除 す る こ
と が で き る か を 例 え ば 当 分 野 で 周 知 の 突 然 変 異 分 析 技 術 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 一
般 に 、 エ ピ ト ー プ 及 び ／ 又 は コ ン ホ メ ー シ ョ ン 的 に 重 要 な 残 基 の 間 で の 付 加 又 は 欠 失 は 、
ペ プ チ ド の Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 へ の 結 合 を 破 壊 し う る 立 体 的 干 渉 及 び 電 荷 的 干 渉 を 回 避 す る ア ミ ノ
酸 又 は 部 分 を 使 用 す る 。 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 免 疫 応 答 を 誘 出 す る 能 力 に 影 響 を 及 ぼ さ な
い 他 の 種 類 の 改 変 は 、 以 前 に 、 「 タ ン パ ク 質 」 又 は 「 ペ プ チ ド 」 の 定 義 の 下 で 論 じ て い る
。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 こ の 発 明 の 少 な く と も 一 つ の ペ プ チ ド を 、 患 者 に 投 与 し て 、 こ れ ら の ペ プ チ ド が 由 来 し
た 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に 対 す る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ペ プ チ
ド に よ り 刺 激 さ れ る 免 疫 学 的 応 答 に は 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 及 び ／ 又 は 抗 体 応 答 が 含 ま
れ る 。 例 え ば 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 投 与 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ  Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ 制 限 さ れ た 細 胞 傷
害 性 Ｔ リ ン パ 球 応 答 を 生 成 す る こ と が で き 、 こ れ に は 、 標 的 抗 原 に 特 異 的 な Ｃ Ｄ ８ + Ｔ リ
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ン パ 球 応 答 が 含 ま れ る (こ こ で 、 Ｃ Ｄ ８ + 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 制 限 さ れ た Ｔ リ ン パ 球 は 活 性 化
さ れ て い る )。 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 投 与 は 又 、 Ｍ Ｈ Ｃ  Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス II制 限 さ れ た 細 胞 傷
害 性 Ｔ リ ン パ 球 応 答 (標 的 抗 原 に 特 異 的 な Ｃ Ｄ ４ + Ｔ リ ン パ 球 応 答 を 含 む )を 生 成 す る こ と
も で き る (こ こ に 、 Ｃ Ｄ ４ + 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス II制 限 さ れ た Ｔ リ ン パ 球 は 活 性 化 さ れ て い る )
。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 、 「 患 者 」 に は 、 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 が 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム
を 生 成 し そ れ か ら 免 疫 原 性 ペ プ チ ド が 誘 導 さ れ る 病 気 を 有 し 又 は 該 病 気 の 危 険 に あ る 動 物
好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 一 層 好 ま し く は ヒ ト が 含 ま れ る 。 こ の 発 明 の ペ プ チ ド が 由 来 す る 選
択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 、 患 者 の 正 常 細 胞 に は 実 質 的 に 存 在 し な い 。 こ れ ら の ペ プ チ ド
を 有 す る 宿 主 に お け る 免 疫 学 的 応 答 の 生 成 は 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム の 発 現 と 関 係 す
る 病 気 の 予 防 又 は 治 療 処 置 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 好 ま し く は 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 二 種 以 上 を 患 者 に 投 与 す る 。 例 え ば 、 少 な く と も 一
の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に 由 来 す る 、 異 な る エ ピ ト ー プ を 規 定 す る 二 種 以 上 の ペ プ チ
ド を 利 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 二 種 以 上 の ペ プ チ ド を 上 記 の 技 術 に よ り 結 合 し て 、
多 量 体 を 形 成 す る こ と が で き 、 又 は 多 量 体 を 形 成 せ ず に 一 組 成 物 中 に (例 え ば 、 混 合 物 と
し て )配 合 す る こ と が で き る 。 種 々 の 多 量 体 の 混 合 物 、 又 は 多 量 体 と 単 量 体 の 混 合 物 も 又
こ の 発 明 の 部 分 で あ る 。 混 合 物 は 、 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 又 は ５ 種 類 以 上 の こ の 発 明 の 種 々 の 単
量 体 又 は 多 量 体 ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 一 種 を ホ モ 多 量 体 と し て 投 与 し た 場 合 、 複 数 の 反 復 す る エ ピ ト ー
プ が 患 者 の 免 疫 系 に 提 示 さ れ る 。 こ の 発 明 の 二 種 以 上 の 異 な る ペ プ チ ド を ヘ テ ロ 多 量 体 と
し て 又 は ペ プ チ ド 混 合 物 と し て 投 与 し た 場 合 に は 、 複 数 の 異 質 の エ ピ ト ー プ が 患 者 の 免 疫
系 に 提 示 さ れ る 。 こ の 複 数 の 同 質 又 は 異 質 エ ピ ト ー プ の 提 示 は 、 患 者 の 免 疫 系 に 対 す る 共
同 効 果 を 生 じ る 。 従 っ て 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 多 量 体 又 は 混 合 物 と し て の 投 与 に よ り 生
成 さ れ る 免 疫 応 答 は 、 こ の 多 量 体 又 は 混 合 物 を 構 成 す る 各 ペ プ チ ド の 予 想 さ れ る 相 加 的 効
果 よ り も 大 き い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 又 、 「 ヘ ル パ ー Ｔ 」 細 胞 エ ピ ト ー プ (即 ち 、 標 的 抗 原 に 対 す る 細
胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 の 誘 導 に お い て 協 同 す る Ｔ 細 胞 を 刺 激 す る エ ピ ト ー プ )を 提 示 す る 他 の ペ
プ チ ド と 組 み 合 わ せ て 患 者 に 投 与 す る こ と も で き る 。 「 ヘ ル パ ー Ｔ 」 細 胞 エ ピ ト ー プ を 提
示 す る ペ プ チ ド は 、 Ferrari等 、 J.Clin.Invest.88:214-222,1991及 び 米 国 特 許 第 ４ ， ８ ８
２ ， １ ４ ５ 号 に 記 載 さ れ て い る (こ れ ら の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド 「 と 組 み 合 わ せ て 」 投 与 す る 物 質 は 、 該 ペ プ チ
ド と 同 時 に 同 位 置 で (即 ち 、 複 合 体 又 は 混 合 物 と し て )投 与 す る こ と が で き 、 又 は 該 ペ プ チ
ド と 異 な る 時 点 及 び ／ 又 は 場 所 で 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ の 物 質 は 、 こ の 発 明
の ペ プ チ ド の 投 与 の 前 後 に 同 じ 場 所 で 投 与 す る こ と が で き 、 又 は こ の 発 明 の ペ プ チ ド と 同
時 に 離 れ た 場 所 で 投 与 す る こ と が で き る (例 え ば 、 こ の 物 質 は 、 該 ペ プ チ ド が 非 経 口 投 与
さ れ る な ら ば 、 経 口 投 与 す る こ と が で き 、 逆 も ま た 成 り 立 ち ； 或 は 、 こ の 物 質 は 、 ペ プ チ
ド と 該 物 質 の 両 者 が 非 経 口 投 与 さ れ る な ら ば 、 反 対 側 の 肢 に 投 与 す る こ と が で き る )。 こ
こ で 用 い る 場 合 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド と 「 複 合 体 化 さ れ た 」 物 質 は 、 該 ペ プ チ ド と 共 有 結
合 に よ り 又 は 非 共 有 結 合 に よ っ て 結 合 さ れ て い て よ い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 又 、 Ｃ Ｔ Ｌ を プ ラ イ ム す る 少 な く と も 一 種 の 成 分 と 共 に 患 者 に 投
与 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 あ る 種 の 脂 質 は 、 イ ン ・ ビ ボ で 、 ウ イ ル ス 抗 原 に 対 し て 、
Ｃ Ｔ Ｌ を プ ラ イ ム す る こ と が 知 ら れ て い る 。 Ｃ Ｔ Ｌ を プ ラ イ ム す る の に 適 し た 脂 質 に は 、
ト リ パ ル ミ ト イ ル － Ｓ － グ リ セ リ ル シ ス テ イ ニ ル － セ リ ル － セ リ ン (Ｐ 3 Ｃ Ｓ Ｓ )が 含 ま れ
る が 、 こ れ は 、 ペ プ チ ド に 共 有 結 合 さ れ た 場 合 に ウ イ ル ス 特 異 的 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 を
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効 果 的 に プ ラ イ ム す る こ と が で き る 。 Deres等 、 Natute 342:561-564, 1989を 参 照 さ れ た
い (そ の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )。 好 適 具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 の ペ
プ チ ド は 、 Ｐ 3 Ｃ Ｓ Ｓ と 複 合 体 化 さ れ 、 そ の 結 果 生 成 し た リ ポ ペ プ チ ド は 、 患 者 に 投 与 さ
れ て 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 応 答 を 特 異 的 に プ ラ イ ム す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 中 和 抗 体 の 誘 導 も 又 、 ペ プ チ ド に 結 合 体 化 さ れ た Ｐ 3 Ｃ Ｓ Ｓ で プ ラ イ ム さ れ う る 。 従 っ
て 、 Ｐ 3 Ｃ Ｓ Ｓ に 結 合 さ れ た こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 液 性 免 疫 応 答 を 誘 出 す る こ と も で き
る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 こ の 発 明 の 実 施 に お い て 、 こ の 発 明 の 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド を 患 者 に 、 病 ん だ 又 は 異
常 な 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 即 ち 抗 体 又 は 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 応 答 を 誘 出 す る の に 十 分 な
量 (「 有 効 量 」 )で 投 与 す る 。 こ の 発 明 の ペ プ チ ド を 多 量 体 と し て 又 は 混 合 物 と し て 投 与 す
る 場 合 に は 、 こ の 有 効 量 は 、 投 与 さ れ た ペ プ チ ド の 累 積 総 量 を 表 す 。 患 者 に お け る 免 疫 応
答 の 存 在 は 、 例 え ば 、 治 療 中 の 患 者 か ら 得 ら れ た 末 梢 血 液 リ ン パ 球 (Ｐ Ｂ Ｌ )中 の 抗 原 特 異
的 な Ｃ Ｔ Ｌ 活 性 の 測 定 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 或 は 、 患 者 に お け る 免 疫 応 答 の 存
在 は 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 の 力 価 を 測 定 す る こ と に よ り 、 又 は こ の 発 明 の
ペ プ チ ド の 皮 内 注 射 及 び そ の 後 の 遅 延 型 過 敏 症 (Ｄ Ｔ Ｈ )応 答 の 測 定 に よ っ て 測 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 所 定 の 患 者 に 投 与 さ れ る こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 有 効 量 は 、 ペ プ チ ド 組 成 、 投 与 方 法 、 治
療 さ れ る 病 気 の 段 階 及 び 重 さ 、 患 者 の 体 重 及 び 一 般 的 健 康 状 態 、 並 び に 処 方 す る 医 師 の 判
断 な ど の 因 子 に 依 存 す る 。 一 般 に 、 ７ ０ ｋ ｇ の 患 者 に 投 与 さ れ る こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 有
効 量 は 、 約 １ μ ｇ ～ ２ ， ０ ０ ０ ｍ ｇ 、 好 ま し く は 約 １ μ ｇ ～ ５ ０ ０ ｍ ｇ 、 一 層 好 ま し く は
約 １ ０ μ ｇ ～ ２ ０ ０ ｍ ｇ 、 特 に 好 ま し く は 約 ５ ０ μ ｇ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ で あ る 。 最 適 な 投 与 量
は 、 ７ ０ ｋ ｇ の 患 者 に 対 し て 約 ５ ０ ０ μ ｇ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 重 い 病 状 (即 ち 、 患 者 の 生 命 が お び や か さ れ る 状 況 )に お い て し
ば し ば 使 用 さ れ る と い う こ と が 理 解 さ れ る 。 か か る 症 例 に お い て は 、 特 に 、 免 疫 原 性 ペ プ
チ ド の 比 較 的 無 毒 性 の 故 に 、 相 当 過 剰 な ペ プ チ ド (即 ち 、 ７ ０ ｋ ｇ の 患 者 当 た り ２ ０ ０ ０
ｍ ｇ の 過 剰 の 有 効 量 )を 患 者 に 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 有 効 量 の 単 一 投 与 又 は 複 数 回 の 投 与 は 、 治 療 す る 医 師 に よ り 選 択
さ れ た 投 与 量 レ ベ ル 及 び パ タ ー ン に て 実 施 さ れ う る 。 治 療 用 途 の た め に は 、 こ れ ら の ペ プ
チ ド の 初 期 投 与 量 は 、 好 ま し く は 、 臨 床 症 状 が 初 め て 出 現 し た 患 者 又 は 病 気 の 診 断 後 間 も
な い 患 者 に 、 症 状 の 少 な く と も 部 分 的 減 少 が 認 め ら れ る ま で 投 与 す る 「 追 加 投 与 量 」 と 共
に 投 与 す る 。 治 療 の た め の 好 適 な 投 薬 養 生 法 は 、 患 者 に 、 こ の 発 明 の 少 な く と も 一 の ペ プ
チ ド の 約 １ ０ μ ｇ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ の 初 期 投 与 量 を 投 与 し 、 そ の 後 、 ２ － ４ 週 毎 に 、 こ の 発 明
の 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド の 約 １ μ ｇ ～ １ ｍ ｇ の 追 加 投 薬 量 を 、 患 者 の 免 疫 応 答 の 強 度 又
は 治 療 に 対 す る 応 答 の 程 度 に 依 っ て 、 ６ 週 間 ～ ３ ヵ 月 の 期 間 に わ た っ て 投 与 す る こ と を 含
む 。 他 の 治 療 用 投 薬 養 生 法 も 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 予 防 的 用 途 の た め に は 、 こ の 発 明 の 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド の 有 効 量 を 、 好 ま し く は 、
一 様 な 投 与 量 で 、 一 定 の 間 隔 で 、 数 週 間 又 は 数 ヶ 月 の 期 間 に わ た っ て 投 与 す る 。 予 防 的 用
途 の た め の 好 適 な 投 薬 養 生 法 は 、 こ の 発 明 の 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド の 約 １ ０ μ ｇ ～ １ ０
０ ｍ ｇ の 、 ２ － ４ 週 間 毎 の 、 ６ ～ ８ ヵ 月 に わ た る 投 与 で あ る 。 他 の 予 防 的 投 薬 養 生 法 も 企
図 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 治 療 又 は 予 防 的 用 途 の た め に 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 該 ペ プ チ ド を 患 者 の 免 疫 系 に 曝
す の に 十 分 で あ る 如 何 な る 経 路 に よ り 投 与 し て も よ い 。 投 与 の 経 路 に は 、 腸 内 投 与 (例 え
ば 、 経 口 投 与 、 直 腸 投 与 、 鼻 腔 内 投 与 な ど )及 び 非 経 口 投 与 が 含 ま れ る 。 非 経 口 投 与 に は
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、 静 脈 内 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 動 脈 内 投 与 、 腹 腔 内 投 与 、 膣 内 投 与 、 嚢 内 投 与 (例 え ば 、 膀
胱 内 投 与 )、 皮 内 投 与 、 肺 投 与 、 吸 入 、 局 所 投 与 又 は 皮 下 投 与 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の ペ プ
チ ド の 制 御 さ れ た 配 合 で の 患 者 の 身 体 内 へ の 点 滴 注 入 法 も 又 、 一 層 遅 い 時 点 で 存 在 さ せ る
た め の こ れ ら の ペ プ チ ド の 全 身 又 は 局 所 的 放 出 と 共 に 、 こ の 発 明 の 範 囲 内 に 企 図 さ れ る 。
好 適 な 投 与 の 経 路 は 、 筋 肉 内 、 鼻 腔 内 、 皮 内 及 び 皮 下 送 達 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 治 療 的 又 は 予 防 的 処 置 の た め に 、 こ の 発 明 の 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド を 、 該 ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 患 者 の 細 胞 内 で の 発 現 に よ っ て 、 患 者 に 投 与 す る こ と も で き る 。 例
え ば 、 患 者 の 細 胞 に 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も 一 の 核 酸 を 発 現 す る よ
う に 加 工 し た 弱 毒 化 し た ウ イ ル ス 宿 主 を 感 染 さ せ る こ と が で き る 。 好 適 な 弱 毒 化 ウ イ ル ス
宿 主 は 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で あ る 。 こ の 発 明 の 実 施 に お い て 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の 少
な く と も 一 つ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 弱 毒 化 ウ イ ル ス 宿 主 を 、 患 者 に 導 入 し 、 そ れ で
患 者 の 細 胞 の 幾 つ か に ウ イ ル ス 宿 主 を 感 染 さ せ る 。 感 染 し た 細 胞 は 、 ウ イ ル ス 宿 主 の 制 御
下 で 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド を 発 現 し 、 患 者 に お い て 、 免 疫 応 答 即 ち Ｔ リ ン パ 球 又 は 抗 体 応
答 を 誘 出 す る 。 弱 毒 化 ウ イ ル ス 宿 主 と し て 有 用 な ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー 及 び そ れ ら
の ベ ク タ ー を 患 者 に 送 達 す る 方 法 は 、 当 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ２
２ ， ８ ４ ８ 号 (そ の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 治 療 的 又 は 予 防 的 治 療 の た め に 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配
列 の 細 菌 宿 主 内 で の 発 現 に よ っ て 患 者 に 投 与 す る こ と も で き る 。 こ の 発 明 の 実 施 に お い て
、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も 一 の 核 酸 配 列 を 含 む 細 菌 宿 主 を 、 例 え ば 、
皮 内 又 は 嚢 内 点 滴 注 入 法 に よ っ て 患 者 に 導 入 す る 。 細 菌 宿 主 は 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド を 発
現 し 、 患 者 に お け る 免 疫 応 答 即 ち 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 又 は 抗 体 応 答 を 誘 出 す る 。 好 適 な
細 菌 宿 主 は 、 Stover等 (Nature 351:456-460, 1991)(全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援
用 す る )に 記 載 さ れ た バ チ ル ス ・ カ ル メ ッ ト ・ ゲ ラ ン (Ｂ Ｃ Ｇ )で あ る 。 こ の 発 明 の 実 施 に
お け る 利 用 に 適 し た 他 の 細 菌 宿 主 例 え ば サ ル モ ネ ラ ・ テ ィ フ ィ 、 リ ス テ リ ア ・ モ ノ サ イ ト
ゲ ネ ス な ど は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 治 療 的 又 は 予 防 的 処 置 の た め に 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド を 、 酵 母 宿 主 中 で の 該 ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 発 現 に よ っ て 、 患 者 に 投 与 す る こ と も で き る 。 こ の 発 明 の 実 施 に お
い て 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も 一 の 核 酸 配 列 を 含 む 酵 母 宿 主 を 、 例 え
ば 、 経 口 で 、 又 は 皮 内 若 し く は 嚢 内 点 滴 注 入 法 に よ っ て 患 者 に 導 入 す る 。 こ の 酵 母 宿 主 は
、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド を 発 現 し 、 患 者 に お け る 免 疫 応 答 即 ち 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 又 は 抗
体 応 答 を 誘 出 す る 。 好 適 な 酵 母 宿 主 は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ 又 は シ ゾ サ ッ カ ロ ミ
セ ス ・ ポ ン ベ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 任 意 の 公 知 の キ ャ リ ア ー 又 は ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 患 者 に 投 与 す
る こ と が で き る 。 適 当 な キ ャ リ ア ー に は 、 カ サ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン ； チ ロ グ ロ ブ リ ン ； ア ル
ブ ミ ン 例 え ば ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン ； 破 傷 風 菌 毒 素 ； ポ リ ア ミ ノ 酸 例 え ば ポ リ (Ｄ － リ ジ ン
： Ｄ － グ ル タ ミ ン 酸 )な ど が 含 ま れ る 。 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト に は 、 完 全 又 は 不 完 全 フ ロ イ
ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ポ リ レ シ チ ン 、 乳 化 油 及
び ミ ョ ウ バ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 免 疫 刺 激 化 合 物 と 共 に 患 者 に 投 与 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、
免 疫 原 性 ペ プ チ ド を 、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ )と 共 に 投 与
す る こ と が で き 、 該 因 子 は 、 ペ プ チ ド の プ ロ セ ッ シ ン グ 及 び 免 疫 系 へ の 提 示 の た め の 樹 状
細 胞 へ の 提 示 を 増 強 す る こ と が 知 ら れ た サ イ ト カ イ ン で あ る 。 他 の 適 当 な 免 疫 刺 激 分 子 に
は 、 他 の サ イ ト カ イ ン 例 え ば Ｉ Ｌ － １ ２ 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － ５ 、 Ｉ Ｌ － １ ア ル
フ ァ 及 び Ｉ Ｌ － １ ８ ； 並 び に ハ プ テ ン 例 え ば ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
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　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 又 、 患 者 由 来 の 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 少 な く と も 一 の 該 ペ プ
チ ド に エ キ ソ ・ ビ ボ で 曝 す こ と に よ っ て 、 患 者 に 投 与 す る こ と も で き る 。 こ こ で 用 い る 場
合 、 「 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 」 は 、 排 除 の た め に 他 の 細 胞 を 標 的 と す る 免 疫 系 を プ ラ イ
ム し 、 又 は 標 的 と さ れ た 細 胞 の 排 除 を 達 成 す る 細 胞 (即 ち 、 「 キ ラ ー 」 細 胞 )で あ る 。 免 疫
系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に は 、 樹 状 細 胞 、 リ ン ホ カ イ ン 活 性 化 キ ラ ー (Ｌ Ａ Ｋ )細 胞 、 ナ チ ュ ラ
ル キ ラ ー (Ｎ Ｋ )細 胞 、 Ｔ 細 胞 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ が 含 ま れ る 。 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を
得 る 方 法 及 び か か る 細 胞 の エ キ ソ ・ ビ ボ 処 理 の た め の 方 法 は 、 当 分 野 で 公 知 で あ り 、 BLae
se等 、 1995, Science 270:475-80； Kohn等 、 1995, Nature Medicine 1(10):1017-23； 及
び Ferrari等 、 1992, Blood 80:1120-24(こ れ ら の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す
る )に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 例 え ば 、 免 疫 系 の 細 胞 (又 は 、 そ れ ら の 混 合 物 )を 患 者 か ら 取 り 出 し て 、 培 養 中 に 維 持 す
る こ と が で き る 。 こ の 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 適 宜 、 培 養 に お い て 又 は 患 者 か ら 取 り
出 す 際 に 、 特 定 の 細 胞 型 に つ い て 富 化 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 免 疫 系 細 胞 を 、 次 い
で 、 免 疫 原 性 ペ プ チ ド で 処 理 す る 。 こ れ ら の 細 胞 の こ の 発 明 の ペ プ チ ド で の 処 理 は 、 こ れ
ら の 細 胞 の こ れ ら の ペ プ チ ド へ の 曝 露 、 又 は こ れ ら の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の こ れ ら
の 細 胞 へ の 導 入 を 含 む 。 こ の 発 明 の ペ プ チ ド に 直 接 曝 露 し た 細 胞 に つ い て は 、 イ ン ・ ビ ボ
投 与 し た 場 合 に 患 者 が 寛 容 で い ら れ る 濃 度 よ り 遥 か に 過 剰 の 濃 度 を 用 い る こ と が で き る 。
例 え ば 、 細 胞 を 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の １ ０ マ イ ク ロ モ ル 溶 液 で 処 理 す る こ と が で き 、 又
は 、 約 ５ ～ １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 好 ま し く は 約 ０ ． １ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ～ ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 終 濃 度 で 、
こ の 発 明 の ペ プ チ ド で 処 理 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 一 般 に 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド を 、 培 養 中 の ペ プ チ ド へ の 直
接 的 曝 露 に 際 し て 内 在 化 さ せ る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 免
疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 へ の 取 込 み が 増 大 さ れ る よ う に 改 変 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ
れ ら の ペ プ チ ド を 、 投 与 す る 前 に 、 以 下 に 一 層 詳 細 に 記 載 す る よ う に 、 リ ポ ソ ー ム に カ プ
セ ル 封 入 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の カ プ セ ル 封 入 さ れ た ペ プ チ ド は 、 リ ポ ソ ー ム の 細 胞
膜 へ の 融 合 に よ っ て 直 接 細 胞 内 に 送 達 さ れ る 。 こ の 発 明 の ペ プ チ ド の リ ポ ソ ー ム 中 へ の カ
プ セ ル 封 入 の た め の 試 薬 及 び 技 術 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 Ｐ ｒ ｏ Ｖ ｅ ｃ ｔ ｉ ｎ
(商 標 )Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ  Ｄ ｅ ｌ ｉ ｖ ｅ ｒ ｙ  Ｒ ｅ ａ ｇ ｅ ｎ ｔ (Imgenex製 )に 含 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 又 、 細 胞 へ の 取 込 み を 増 大 さ せ る よ う に 、 該 ペ プ チ ド を 「 タ ン パ
ク 質 導 入 ド メ イ ン 」 又 は 「 Ｐ Ｔ Ｄ 」 と し て 知 ら れ た リ ー ダ ー 配 列 と 複 合 体 化 す る こ と に よ
っ て 改 変 す る こ と も で き る 。 Ｐ Ｔ Ｄ は 、 こ の 化 合 物 の 細 胞 へ の 、 「 タ ン パ ク 質 導 入 」 と し
て 知 ら れ た 過 程 に よ る 取 込 み を 指 示 す る 。 Schwarze等 、 (1999), Science :1569-1572
を 参 照 さ れ た い 。 Ｐ Ｔ Ｄ は 、 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 任 意 の 公 知 の Ｐ Ｔ Ｄ 配 列 を 含 む こ と が
で き 、 該 配 列 は 、 例 え ば 、 ア ル ギ ニ ン リ ッ チ な 配 列 例 え ば ９ ～ １ １ ア ル ギ ニ ン 残 基 の ペ プ
チ ド を 、 適 宜 、 Guis等 、 (1999), Cancer Res.59:2577-2580(そ の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明
細 書 中 に 援 用 す る )に 記 載 さ れ た よ う に 、 １ ～ ２ 個 の リ ジ ン 又 は グ ル タ ミ ン と 共 に 含 む 。
好 適 な Ｐ Ｔ Ｄ は 、 １ １ ア ル ギ ニ ン 残 基 の 配 列 又 は ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｔ Ａ Ｔ タ ン パ ク 質
(SEQ ID NO:４ ２ )に 由 来 す る Ｎ Ｈ 2 末 端 の １ １ ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン の 配 列 で
あ る 。 他 の 適 当 な Ｐ Ｔ Ｄ 配 列 に は 、 他 の ア ル ギ ニ ン リ ッ チ な 配 列 例 え ば ９ 若 し く は １ ０ ア
ル ギ ニ ン 、 又 は 少 な く と も １ つ の リ ジ ン 若 し く は グ ル タ ミ ン と 組 み 合 わ せ た ６ 以 上 の ア ル
ギ ニ ン が 含 ま れ る 。 か か る リ ー ダ ー 配 列 は 、 当 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 Guis等 (1999)
(前 出 )を 参 照 さ れ た い 。 Ｐ Ｔ Ｄ は 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド 上 の 、 該 ペ プ チ ド の 免 疫 応 答 を 誘
出 す る 能 力 を 破 壊 し な い 何 処 に で も 位 置 さ せ る こ と が で き る が 、 好 ま し く は 、 Ｃ 末 端 に 位
置 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド と Ｐ Ｔ Ｄ を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 構 築 す る た め の キ ッ ト 及 び 方 法 は
、 当 分 野 で 公 知 で あ り ； 例 え ば 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の ア ン テ ナ ペ デ ィ ア Ｄ Ｎ Ａ 結 合
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ド メ イ ン に 対 応 す る 「 Ｐ ｅ ｎ ｅ ｔ ｒ ａ ｔ ｉ ｎ (商 標 )」 と 呼 ば れ る １ ６ ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド を
使 用 す る Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ Ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ (商 標 )シ ス テ ム (Q-BIOgene)； 及 び １ 型 単 純 ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス 由 来 の ３ ８ ｋ Ｄ ａ の Ｖ Ｐ ２ ２ タ ン パ ク 質 を 利 用 す る Ｖ ｏ ｙ ａ ｇ ｅ ｒ シ ス テ ム (Invit
rogen Life Technologies)が あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 又 、 細 胞 へ の 取 込 み を 増 大 さ せ る よ う に 、 該 ペ プ チ ド を 、 例 え ば
Srivastavaの 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ３ ５ ， ５ ７ ６ 号 (Ｈ Ｓ Ｐ に 非 共 有 結 合 に よ り 結 合 さ れ た タ
ン パ ク 質 )又 は Proc.Natl.Acad.Sci.USA :13146-13151(Ｈ Ｓ Ｐ に 共 有 結 合 さ れ た ペ プ チ
ド )に 記 載 さ れ た よ う に (こ れ ら の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )、 熱 シ ョ ッ
ク タ ン パ ク 質 (Ｈ Ｓ Ｐ )と 複 合 体 化 す る こ と に よ っ て 改 変 す る こ と も で き る 。 Ｈ Ｓ Ｐ 配 列 と
こ の 発 明 の ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 標 準 的 技 術 に 従 っ て 生 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 、 免 疫 系 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に 、 公 知 の 方 法 に よ
り 、 例 え ば 、 上 記 の よ う に 、 こ れ ら の 細 胞 に 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 又 は 弱 毒
化 ウ イ ル ス 宿 主 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ っ て 導 入 す る こ と が で き る 。 こ の 発 明 の
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る た め の 技 術 は 、 上 で 議 論 し
た 通 り で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ の 発 明 の 少 な く と も 一 つ の ペ プ チ ド に よ る 処 理 の 後 に 、 エ キ ソ ・ ビ ボ 処 理 し た 免 疫 系
エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 一 部 を 試 験 し て 、 そ の 細 胞 内 の 適 当 な レ ベ ル の ペ プ チ ド の 存 在 を 確 認
す る こ と が で き 、 残 り の 処 理 し た 細 胞 を 患 者 に 再 導 入 す る こ と が で き る 。 処 理 し た 細 胞 は
、 非 経 口 的 方 法 (静 脈 内 注 入 及 び 骨 髄 へ の 直 接 注 入 を 含 む )に よ っ て 患 者 に 再 導 入 す る こ と
が で き る 。 処 理 し た 細 胞 を 、 好 ま し く は 、 塩 溶 液 に て 又 は 他 の 製 薬 上 許 容 し う る キ ャ リ ア
ー に て 患 者 に 再 導 入 す る 。 再 導 入 す べ き 処 理 し た 細 胞 の 数 は 、 細 胞 集 団 の 純 度 に 依 存 す る
が 、 典 型 的 な 投 与 量 は 、 患 者 の 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 約 １ ０ 5 ～ １ ０ 8 の 範 囲 で あ る 。 再 導 入 に
利 用 で き る 細 胞 の 数 は 、 細 胞 を こ の 発 明 の ペ プ チ ド で 処 理 す る 前 に 培 養 に お い て 拡 大 さ せ
る こ と に よ り 増 大 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 こ の 発 明 は 又 、 Ｍ Ｈ Ｃ 制 限 さ れ た 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 応 答 を 誘 導 す る こ の 発 明 の ペ プ
チ ド を 同 定 す る 方 法 を も 提 供 す る 。 例 え ば 、 末 梢 血 液 リ ン パ 球 (Ｐ Ｂ Ｌ )を 得 て 、 こ の 発 明
の 少 な く と も 一 種 の ペ プ チ ド に 曝 す こ と が で き る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド の 特 異 的 な 細 胞 傷 害
活 性 を 誘 導 す る 能 力 は 、 刺 激 さ れ た Ｐ Ｂ Ｌ を 自 家 標 識 さ れ た (例 え ば 、 5 1 Ｃ ｒ )標 的 抗 原 を
内 因 的 に 合 成 す る (又 は 、 関 心 あ る ペ プ チ ド で パ ル ス さ れ た )標 的 細 胞 (例 え ば 、 Ｈ Ｌ Ａ マ
ッ チ し た マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 Ｔ 細 胞 、 繊 維 芽 細 胞 又 は Ｂ リ ン パ 芽 球 )と イ ン キ ュ ベ ー ト し て
、 特 異 的 標 識 の 放 出 を 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 す る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら の Ｐ Ｂ Ｌ を こ
の 発 明 の ペ プ チ ド の プ ー ル に 曝 し 、 そ こ で は 、 各 ペ プ チ ド は 、 約 ８ ～ ２ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ
り 、 好 ま し く は 、 ９ ～ １ ２ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 活 性 を 誘 導 す る こ の
発 明 の ペ プ チ ド を 、 こ れ ら の プ ー ル か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 応 答 を 刺 激 す る こ の 発 明 の ペ プ チ ド が 一 度 同 定 さ れ れ ば 、 こ の 応
答 の Ｍ Ｈ Ｃ 制 限 エ レ メ ン ト を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 刺 激 さ れ た Ｐ Ｂ Ｌ (又 は 、
そ の 短 期 培 養 物 )を 、 関 心 あ る ペ プ チ ド 又 は 適 当 な 対 照 で パ ル ス し て あ る 公 知 の Ｈ Ｌ Ａ 型
の 標 識 し た 標 的 細 胞 の パ ネ ル と イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と を 含 む 。 刺 激 さ れ た Ｐ Ｂ Ｌ に よ り
溶 解 さ れ た 細 胞 の Ｈ Ｌ Ａ ア レ ル を 溶 解 さ れ な い 細 胞 と 比 較 す る 。 溶 解 し た 標 的 細 胞 に 由 来
す る Ｈ Ｌ Ａ ア レ ル は 、 該 ペ プ チ ド に 対 す る 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 応 答 の た め の Ｍ Ｈ Ｃ 制 限
エ レ メ ン ト を 表 す 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 刺 激 さ れ た Ｐ Ｂ Ｌ に よ る 標 的 細 胞 の 溶 解 は 、 自 家 標 識 標 的 細 胞 か ら の 標 識 の 放 出 を 測 定
す る こ と 、 又 は 酵 素 結 合 免 疫 ス ポ ッ ト (「 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ 」 )ア ッ セ イ を 利 用 す る こ と に よ
っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ 法 は 、 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 こ の 方 法 を
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実 施 す る た め の キ ッ ト 及 び 試 薬 は 、 BD Biosciences Pharmingen(カ リ フ ォ ル ニ ア 、 San Jo
se, 95131-1807)か ら 市 販 さ れ て い る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｂ Ｌ か ら の サ イ ト
カ イ ン 放 出 を 単 一 細 胞 レ ベ ル で 検 出 す る こ と が で き 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 細 胞 頻 度 の 直 接 的
測 定 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 簡 単 に い え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ 法 は 、 細 胞 培 養 皿 又 は ウ ェ ル を サ イ ト カ イ ン 捕 獲 抗 体 で
例 え ば 抗 体 γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 抗 体 で コ ー ト す る こ と に よ っ て 実 施 す る 。 次 い で 、 培 養 皿
又 は ウ ェ ル 上 の 空 い て い る ス ポ ッ ト を 、 非 特 異 的 な 結 合 タ ン パ ク 質 で ブ ロ ッ ク す る 。 Ｐ Ｂ
Ｌ を 刺 激 す る の に 用 い ら れ た 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 内 因 的 に 合 成 す る 標 的 細 胞 (例
え ば 、 腫 瘍 細 胞 )を こ の 培 養 皿 又 は ウ ェ ル に 加 え る 。 或 は 、 標 的 細 胞 を 関 心 あ る ペ プ チ ド
で パ ル ス す る こ と が で き る 。 次 い で 、 活 性 化 さ れ た Ｐ Ｂ Ｌ を こ の 培 養 皿 又 は ウ ェ ル に 加 え
る 。 も し 活 性 化 さ れ た Ｐ Ｂ Ｌ が 標 的 細 胞 を 特 異 的 に 溶 解 さ せ た な ら ば 、 そ れ ら の Ｐ Ｂ Ｌ は
サ イ ト カ イ ン 例 え ば γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン を 分 泌 し 、 そ れ は 、 最 初 に 培 養 皿 又 は ウ ェ ル 上 に
コ ー ト さ れ た サ イ ト カ イ ン 捕 獲 抗 体 に よ り 捕 獲 さ れ る 。 次 い で 、 γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 異
な る エ ピ ト ー プ を 認 識 し た 第 二 抗 体 を 用 い て 、 Ｐ Ｂ Ｌ に よ り 分 泌 さ れ て サ イ ト カ イ ン 捕 獲
抗 体 に よ り 捕 獲 さ れ た 任 意 の γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 存 在 を 検 出 す る 。 こ の 第 二 抗 体 は 、 検
出 可 能 な 標 識 例 え ば 蛍 光 標 識 又 は 放 射 性 標 識 と 結 合 体 化 す る こ と が で き る 。 Ｍ Ｈ Ｃ 制 限 さ
れ た 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 応 答 を 誘 導 す る こ の 発 明 の ペ プ チ ド の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ 法 に よ る
同 定 は 、 以 下 の 実 施 例 ５ に 示 す 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド を 、 当 分 野 で 公 知 の 技 術 に よ っ て 、 ワ ク チ ン 組 成 物 と も 呼 ば れ る 医
薬 組 成 物 に 配 合 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 少 な く と も 無 菌 で あ っ て 且 つ
発 熱 物 質 を 含 ま な い こ と を 特 徴 と す る 。 こ こ で 用 い る 場 合 、 「 医 薬 配 合 物 」 は 、 ヒ ト 及 び
獣 医 分 野 で の 利 用 の た め の 配 合 物 を 包 含 す る 。 本 発 明 の 医 薬 配 合 物 は 、 少 な く と も 一 の こ
の 発 明 の ペ プ チ ド を 、 溶 液 、 懸 濁 液 又 は 分 散 液 を 形 成 す る た め の 生 理 的 に 許 容 し う る キ ャ
リ ア ー 媒 質 と 混 合 し て 含 む こ と が で き る 。 好 適 な 生 理 的 に 許 容 し う る キ ャ リ ア ー 媒 質 は 、
水 、 緩 衝 さ れ た 水 、 正 常 塩 溶 液 、 ０ ． ４ ％ 塩 溶 液 、 ０ ． ３ ％ グ リ シ ン 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 な ど
で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 こ の 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 又 、 慣 用 の 製 薬 用 賦 形 剤 及 び ／ 又 は 添 加 剤 を 含 む こ と も で き る
。 適 当 な 製 薬 用 賦 形 剤 に は 、 安 定 剤 、 抗 酸 化 剤 、 オ ス モ ル 濃 度 調 節 剤 、 緩 衝 剤 及 び ｐ Ｈ 調
節 剤 が 含 ま れ る 。 適 当 な 添 加 剤 に は 、 生 理 的 に 適 合 性 の 緩 衝 剤 (例 え ば 、 ト ロ メ タ ミ ン ヒ
ド ロ ク ロ リ ド )、 キ レ ー ト 化 合 物 (例 え ば 、 Ｄ Ｔ Ｐ Ａ 又 は Ｄ Ｔ Ｐ Ａ － ビ ス ア ミ ド )の 添 加 (例
え ば 、 ０ ． ０ １ ～ １ ０ モ ル パ ー セ ン ト )又 は カ ル シ ウ ム キ レ ー ト 錯 体 (例 え ば 、 カ ル シ ウ ム
Ｄ Ｔ Ｐ Ａ 、 Ｃ ａ Ｎ ａ Ｄ Ｔ Ｐ Ａ － ビ ス ア ミ ド )又 は 、 適 宜 、 カ ル シ ウ ム 若 し く は ナ ト リ ウ ム
塩 (例 え ば 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 グ ル コ ン 酸 カ ル シ ウ ム 又 は 乳
酸 カ ル シ ウ ム )の 添 加 (例 え ば 、 １ ～ ５ ０ モ ル パ ー セ ン ト )が 含 ま れ る 。 こ の 発 明 の 医 薬 組
成 物 は 、 液 体 形 態 で の 利 用 の た め に パ ッ ケ ー ジ 化 す る こ と が で き 、 又 は 凍 結 乾 燥 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 固 体 組 成 物 に 関 し て は 、 慣 用 の 無 毒 性 固 体 キ ャ リ ア ー (例 え ば 、 医 薬 等 級 の マ ン ニ ト ー
ル 、 ラ ク ト ー ス 、 澱 粉 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 サ ッ カ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 滑 石 、 セ ル
ロ ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 シ ュ ー ク ロ ー ス 、 炭 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど )を 利 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ １ １ 】
　 こ の 発 明 の 医 薬 化 合 物 を 製 造 す る 方 法 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 Remington's 
Pharmaceutical Science, 第 17版 、 Mack Publishing Company, (1985) ペ ン シ ル ベ ニ ア 、
Easton在 に 記 載 さ れ て お り 、 そ の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 例 え ば 、 経 口 投 与 の た め の 固 体 医 薬 組 成 物 は 、 上 に 列 記 し た 何 れ か の キ ャ リ ア ー 及 び 賦
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形 剤 及 び １ ０ ～ ９ ５ ％ の 好 ま し く は ２ ５ ～ ７ ５ ％ の こ の 発 明 の 少 な く と も 一 種 の ペ プ チ ド
を 含 む こ と が で き る 。 エ ア ゾ ー ル 投 与 の た め の 医 薬 組 成 物 は 、 微 粉 形 態 の ０ ． ０ １ ～ ２ ０
重 量 ％ の 好 ま し く は １ ～ １ ０ 重 量 ％ の こ の 発 明 の 少 な く と も 一 種 の ペ プ チ ド を 界 面 活 性 剤
及 び 噴 射 剤 と 共 に 含 む こ と が で き る 。 適 当 な 界 面 活 性 剤 に は 、 ６ ～ ２ ２ 炭 素 原 子 を 含 む 脂
肪 酸 (例 え ば 、 カ プ ロ ン 酸 、 オ ク タ ン 酸 、 ラ ウ リ ン 酸 、 パ ル ミ チ ン 酸 、 ス テ ア リ ン 酸 、 リ
ノ ー ル 酸 、 リ ノ レ ン 酸 、 オ レ ス テ リ ン 酸 又 は オ レ イ ン 酸 )の 脂 肪 族 多 価 ア ル コ ー ル 又 は そ
の 環 状 無 水 物 と の エ ス テ ル 又 は 部 分 エ ス テ ル ； 及 び 混 合 エ ス テ ル 例 え ば 混 合 し た 又 は 天 然
の グ リ セ リ ド が 含 ま れ る 。 界 面 活 性 剤 は 、 ０ ． １ ～ ２ ０ 重 量 ％ の 好 ま し く は ０ ． ２ ５ ～ ５
重 量 ％ の エ ア ゾ ー ル 医 薬 組 成 物 を 含 む こ と が で き る (残 り は 、 噴 射 剤 で あ る )。 キ ャ リ ア ー
も 又 、 所 望 で あ れ ば 、 含 ま せ る こ と が で き る (例 え ば 、 鼻 腔 内 送 達 の た め の レ シ チ ン )。
【 ０ １ １ ３ 】
　 こ の 発 明 の ペ プ チ ド 又 は こ の 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 リ ポ ソ ー ム に カ プ セ ル 封 入 す る こ と
が で き る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 免 疫 原 性 ペ プ チ ド の 特 定 の 組 織 例 え ば リ ン パ 様 組 織 へ の 送 達 を
助 け 且 つ こ れ ら の ペ プ チ ド 又 は 組 成 物 の 血 中 半 減 期 を 増 大 さ せ る こ と も で き る 。 こ の 発 明
で の 利 用 に 適 し た リ ポ ソ ー ム は 、 標 準 的 小 胞 形 成 性 脂 質 か ら 形 成 さ れ 、 該 脂 質 に は 、 通 常
、 中 性 の 又 は 負 に 帯 電 し た リ ン 脂 質 及 び ス テ ロ ー ル 例 え ば コ レ ス テ ロ ー ル が 含 ま れ る 。 脂
質 の 選 択 は 、 一 般 に 、 所 望 の リ ポ ソ ー ム サ イ ズ 及 び 血 流 中 の リ ポ ソ ー ム の 半 減 期 な ど の 因
子 を 考 慮 す る こ と に よ り 導 か れ る 。 Szoka等 、 Ann.Rev.Biophys.Bioeng.9:467,1980； 米 国
特 許 第 ４ ， ２ ３ ５ ， ８ ７ １ 号 、 ４ ， ５ ０ １ ， ７ ２ ８ 号 、 ４ ， ８ ３ ７ ， ０ ２ ８ 号 及 び ５ ， ０
１ ９ ， ３ ６ ９ 号 に 記 載 さ れ た よ う な (こ れ ら の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )
リ ポ ソ ー ム を 製 造 す る た め の 様 々 な 方 法 が 知 ら れ て い る 。 好 ま し く は 、 こ の 発 明 の ペ プ チ
ド は 、 リ ポ ソ ー ム の 部 分 と し て 、 単 独 で 又 は リ ポ ソ ー ム に 特 定 の 細 胞 若 し く は 組 織 を 標 的
と す る よ う に さ せ る こ と の で き る リ ガ ン ド 分 子 と 共 に 取 り 込 ま れ る 。 リ ン パ 様 細 胞 に お い
て 優 勢 な レ セ プ タ ー に 結 合 す る リ ガ ン ド 例 え ば Ｃ Ｄ ４ ５ 抗 原 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 が 好 適 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 は 又 、 こ の 発 明 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム 又 は ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を も 提 供
す る 。 こ の 発 明 の 抗 体 は 、 正 常 タ ン パ ク 質 中 に 存 在 し な い こ の 発 明 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ
ォ ー ム 又 は ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 。 こ の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は 抗 原 に 結 合 で き る 抗 体 断 片 で あ っ て よ い 。 こ の 発 明 の 抗 体 は 、
キ メ ラ 、 一 本 鎖 及 び ヒ ト 化 抗 体 並 び に Ｆ ab断 片 及 び Ｆ ab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 産 物 を 包 含 す
る 。 由 来 し た 抗 体 の 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 す る 幾 つ か の 能 力 を 保 持 し て い る 抗 体 断 片 例 え ば
Ｆ ab抗 体 断 片 は 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 を 利 用 し て 作 成 す る こ と が で き る 。 か か る 方 法 は 、
一 般 に 、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ７ ６ ， ９ ９ ７ 号 (そ の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す
る )に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 こ の 発 明 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 実 質 的 に 純 粋 な こ の 発 明 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー
ム 又 は ペ プ チ ド で 宿 主 を 免 疫 化 す る こ と に よ り 、 当 分 野 で 周 知 の 技 術 を 利 用 し て 生 成 す る
こ と が で き る 。 免 疫 化 さ れ た 宿 主 に お け る 抗 体 力 価 を 、 標 準 的 技 術 例 え ば 固 定 化 し た ペ プ
チ ド を 用 い る 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )に よ っ て 、 経 時 的 に モ ニ タ ー す る こ
と が で き る 。 所 望 で あ れ ば 、 こ れ ら の 抗 体 分 子 を 、 宿 主 か ら (例 え ば 、 血 液 又 は 血 清 か ら )
採 取 し 又 は 単 離 し て 、 更 に 、 公 知 の 技 術 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て
精 製 し て Ｉ ｇ Ｇ 画 分 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 免 疫 化 後 の 適 当 な 時 点 で 、 例 え ば 特 異 的 抗 体 力 価 が 最 高 の と き に 、 抗 体 産 生 細 胞 を 宿 主
か ら 得 て 、 標 準 的 技 術 に よ っ て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。 該 標 準 的 技
術 は 、 例 え ば 、 Kohler及 び Milstein(1975)Nature 256:495-497及 び Mishell, B.B.等 、

 (Freeman WH,編 ) San Francisco, 1980に 記 載
さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 ； ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Kozbor等 (1983) Immunol.To
day 4:72)； Ｅ Ｂ Ｖ ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Cole等 (1985), 
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, Alan R. Liss, Inc., p.77-96)； 又 は ト リ オ ー マ 技 術 で あ る 。
 (1994) Coligan等 (編 )John Wiley & Sons, Inc., New York, N.Y.

も 参 照 さ れ た い 。 こ の 段 落 中 の す べ て の 引 用 文 献 の 開 示 を そ の ま ま 参 考 と し て 本 明 細 書 中
に 援 用 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 こ の 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養
上 清 を 関 心 あ る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 に つ い て 例 え ば 標 準 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を
利 用 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 或 は 、 こ の 発 明 の 選 択
的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム 又 は ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 組 換 え コ ン ビ ナ ト リ
ア ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば 、 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー )を 関
心 あ る ペ プ チ ド で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 し て 単 離 す る こ と が で き る 。 フ ァ ー
ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ッ ト は 、 市 販 さ れ て
い る (例 え ば 、 Pharmacia Recombinant Phage Antibody System, カ タ ロ グ No.27-9400-01
； 及 び Stratagene SurfZAP Phage Display Kit, カ タ ロ グ No.240612)。 更 に 、 抗 体 デ ィ ス
プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー の 生 成 及 び ス ク リ ー ニ ン グ に 適 し た 方 法 及 び 試 薬 は 、 例 え ば 、 米 国 特
許 第 ５ ， ２ ２ ３ ， ４ ０ ９ 号 ； Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｎ ｏ ． Ｗ Ｏ ９ ２ ／ １ ８ ６ １ ９ ； Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｎ ｏ ．
Ｗ Ｏ ９ １ ／ １ ７ ２ ７ １ ； Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｎ ｏ ． Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ０ ７ ９ １ ； Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｎ ｏ ． Ｗ Ｏ
９ ２ ／ １ ５ ６ ７ ９ ； Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｎ ｏ ． Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ０ １ ２ ８ ８ ； Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｎ ｏ ． ９ ２ ／ ０
１ ０ ４ ７ ； Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｎ ｏ ． Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ９ ６ ９ ０ ； Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｎ ｏ ． Ｗ Ｏ ９ ０ ／ ０ ２ ８
０ ９ ； Fuchs等 (1991)Bio/Technology 9:1370-1372； Hay等 (1992) Hum.Antibod.Hybridoma
s 3:81-85； Huse等 (1989)Science 246:1275-1281； Griffiths等 (1993)EMBO J.12:725-734
(こ れ ら の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 組 換 え 抗 体 例 え ば キ メ ラ 及 び ／ 又 は ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 こ の 発 明 の 範 囲 内 に
あ る 。 か か る キ メ ラ 及 び ヒ ト 化 (ヒ ト 化 キ メ ラ を 含 む )モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 分 野 で 公
知 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 該 技 術 は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ２ ５
， ５ ３ ９ 号 ； Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｎ ｏ ． Ｗ Ｏ ８ ７ ／ ０ ２ ６ ７ １ ； 欧 州 特 許 出 願 第 １ ８ ４ ， １ ８ ７ 号
； 欧 州 特 許 出 願 第 １ ７ １ ， ４ ９ ６ 号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 １ ７ ３ ， ４ ９ ４ 号 ； Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｎ ｏ
． Ｗ Ｏ ８ ６ ／ ０ １ ５ ３ ３ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ， ８ １ ６ ， ５ ６ ７ 号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 １ ２ ５ ，
０ ２ ３ 号 ； Better等 (1988)Science 240:1041-1043； Liu等 (1987)Proc.Natl.Acad.Sci.USA
 84:3439-3443； Liu等 (1987)J.Immunol.139:3521-3526； Sun等 (1987)Proc.Natl.Acad.Sci
.USA 84:214-218； Nishimura等 (1987)Cancer Res.47:999-1005； Wood等 (1985)Nature 314
:446-449； Shaw等 (1988)J.Natl.Cancer Inst.80:1553-1559； Morrison(1985)Science 229
:1202-1207； Oi等 (1986)Bio/Techniques 4:214； Jones等 (1986)Nature 321:552-525； Ver
hoeyan等 (1988)Science 239:1534； 及 び Beidler等 (1988)J.Immunol.141:4053-4060に 記 載
さ れ た 方 法 を 利 用 す る (こ れ ら の 全 開 示 を 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る )。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 利 用 し て 、 こ の 発 明 の ペ プ チ ド 又 は そ れ ら が 由 来 し た 選 択 的 ス プ ラ イ ス
フ ォ ー ム を 、 標 準 的 技 術 例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 又 は 免 疫 沈 降 法 を 利 用
し て 単 離 す る こ と が で き る 。 そ の 上 、 本 発 明 の 抗 体 を 利 用 し て 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー
ム の 豊 富 さ 及 び 発 現 パ タ ー ン を 評 価 す る た め に 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を (例 え ば 、
細 胞 溶 解 物 又 は 細 胞 上 清 中 で )検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 利 用 し て 、 臨 床 試 験 手 順 の 部 分 と し て 、 組 織 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 診
断 の た め に モ ニ タ ー し て 、 例 え ば 、 所 定 の 治 療 養 生 法 の 効 率 を 測 定 す る こ と も で き る 。 本
発 明 の 抗 体 を 利 用 す る タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 検 出 は 、 抗 体 を 検 出 可 能 な 物 質 に 結 合 さ せ る こ
と に よ っ て 促 進 す る こ と が で き る 。 適 当 な 検 出 可 能 な 物 質 に は 、 様 々 な 酵 素 (例 え ば 、 西
洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ； ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ； β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ； 及 び ア セ
チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ ) 補 欠 分 子 団 複 合 体 (例 え ば 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 及
び ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン )、 蛍 光 物 質 (例 え ば 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン ； フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ
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シ ア ネ ー ト ； ロ ー ダ ミ ン ； ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ セ イ ン ； ダ ン シ ル ク ロ リ
ド ； 及 び フ ィ コ エ リ ト リ ン )及 び 発 光 物 質 (例 え ば 、 ル ミ ノ ー ル )、 生 物 発 光 物 質 (例 え ば 、
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン 及 び エ ク オ リ ン )、 及 び 放 射 性 物 質 (例 え ば 、 1 2 5 Ｉ 、 1 3 1 Ｉ
、 3 5 Ｓ 又 は 3 Ｈ )が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 こ の 発 明 の 抗 体 は 又 、 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 が 該 抗 体 の 結 合 す る こ と の で き る エ ピ ト ー
プ を 有 す る 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 生 成 す る 病 気 を 有 す る 患 者 の 治 療 又 は 予 防 処 置 に
利 用 す る こ と も で き る 。 こ の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 、 患 者 の 正 常 細 胞 に は 実 質 的 に
存 在 し な い 。 こ の 発 明 の 実 施 に お い て は 、 有 効 量 の こ の 発 明 の 少 な く と も 一 の 抗 体 を 患 者
に 投 与 す る 。 好 ま し く は 、 こ の 発 明 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム 又 は ペ プ チ ド に 特 異 的 な
少 な く と も 一 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 患 者 に 投 与 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 の 「 有 効 量 」 は 、 患 者 に お け る 少 な く と も 一 の 症 状 を 改 善 す る か 又 は 患 者
に お け る 病 ん だ 若 し く は 異 常 な 細 胞 の 数 の 減 少 を 引 き 起 こ す 量 で あ る 。 臨 床 症 状 の 改 善 は
、 通 常 の 知 識 を 有 す る 医 師 に は 容 易 に 明 ら か と な ろ う 。 患 者 の 身 体 中 の 病 ん だ 又 は 異 常 な
細 胞 の 数 も 又 、 容 易 に 測 定 す る こ と が で き る 。 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 の 数 を 測 定 す る の に
適 し た 技 術 に は 、 直 接 測 定 法 (例 え ば 、 血 液 又 は 骨 髄 中 の 白 血 病 細 胞 の 濃 度 を 計 算 す る )又
は 組 織 塊 の 大 き さ か ら の 見 積 り が 含 ま れ る 。 こ こ で 用 い る 場 合 、 「 組 織 塊 」 は 、 患 者 の 身
体 内 の 任 意 の 病 ん だ 又 は 異 常 な 細 胞 の 局 所 的 集 合 (例 え ば 、 腫 瘍 )で あ る 。 組 織 塊 の 大 き さ
は 、 直 接 的 視 覚 的 観 察 に よ り 又 は 診 断 用 イ メ ー ジ ン グ 法 例 え ば Ｘ 線 、 磁 気 共 鳴 イ メ ー ジ ン
グ 、 超 音 波 、 及 び シ ン チ グ ラ フ ィ ー に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。 組 織 塊 の 大 き さ を 確
認 す る た め に 利 用 さ れ る 診 断 用 イ メ ー ジ ン グ 法 は 、 当 分 野 で 公 知 の よ う に 、 コ ン ト ラ ス ト
剤 を 用 い て 使 用 す る こ と も で き る し 該 剤 を 用 い な く て も よ い 。 組 織 塊 の 大 き さ は 又 、 物 理
的 手 段 例 え ば 組 織 塊 の 触 診 又 は 測 定 器 具 例 え ば カ リ パ ス を 用 い る 組 織 塊 の 測 定 に よ っ て も
確 認 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 の 有 効 量 は 、 例 え ば 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 、 約 ０ ． １
～ １ ０ ０ ｍ ｇ 、 好 ま し く は 約 ５ ０ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ 、 一 層 好 ま し く は 約 １ ０ ～ ２ ０ ｍ ｇ で あ っ
て よ い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 こ の 発 明 の 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 非 経 口 手 段 例 え ば 血 管 内 (例 え ば 、 動 脈 内 又 は 静 脈 内 )
へ の 注 射 又 は 点 滴 に よ っ て 患 者 に 投 与 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 下 記 の 実 施 例 は 、 説 明 の た め に 与 え る も の で あ り 、 制 限 す る た め の も の で は な い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　
　 血 管 内 皮 成 長 因 子 (Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ )タ ン パ ク 質 の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を Ｈ Ｃ ２  ２ ０ ｄ
／ ｃ 細 胞 に お い て 同 定 し た 。 該 細 胞 は 、 Ｅ Ｇ Ｆ レ セ プ タ ー Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ IIIの 構 成 的 活 性 型
を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 で あ る 。 Ｈ Ｃ ２  ２ ０ ｄ ２ ／ ｃ 細 胞 を 、 標 準
的 技 術 に よ っ て 培 養 し た 。 Ｈ Ｃ ２  ２ ０ ｄ ２ ／ ｃ 細 胞 か ら の 全 Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し て 、 そ の 後
、 ポ リ Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 こ の ポ リ Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ を 、 オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー を 利 用 す る
第 一 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 の た め の テ ン プ レ ー ト と し て 利 用 し た 。 次 い で 、 Ｐ Ｃ Ｒ を 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
イ ソ 型 か ら の プ ラ イ マ ー を 用 い て 行 な っ た 。 こ の Ｐ Ｃ Ｒ に 用 い た プ ラ イ マ ー の 配 列 を 以 下
に 与 え る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 ５ ’ か ら ３ ’ の 向 き で 表 し て あ り 、 ヌ ク レ オ チ ド 番 号
は 、 各 プ ラ イ マ ー の 左 に 列 記 し た 正 常 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 対 応 し て い る (入 手 可 能 な 場 合 )。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
　 セ ッ ト １
　 79-99    　 CCG AAA CCA TGA ACT TTC TGC (SEQ ID NO:４ ３ )
　 936-916　 　 CTT GGC GAT TTA GCA GCA GAT (SEQ ID NO:４ ４ )
　 セ ッ ト ２
　 117-137　 　 ACC CTG GCT TTA CTG CTG TAC (SEQ ID NO:４ ５ )
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実 施 例 １ － Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 免 疫 原 性 ペ プ チ ド の 同 定



　 909-888　 　 AAA TGG CGA ATC CAG TCC CAC (SEQ ID NO:４ ６ )
　 セ ッ ト ３
　 126-146　 　 TTA CTG CTG TAC CTC CAC CAT (SEQ ID NO:４ ７ )
　 815-795　 　 GAA GGA TCT CCT CTT CCT TCA (SEQ ID NO:４ ８ )
【 ０ １ ２ ７ 】
　 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｂ ：
　 セ ッ ト １
　 119-139　 　 CTG CTT GTT GCA CTG CTG CAG (SEQ ID NO:４ ９ )
　 778-758　 　 TCT GGA AAG CAG CTT GTC ACT (SEQ ID NO:５ ０ )
　 セ ッ ト ２
　 155-175　 　 GCC CCT GTG TCC CAG TTT GAT (SEQ ID NO:５ １ )
　 739-719　 　 TAC AGG TGA CTG GGT TGA GCT (SEQ ID NO:５ ２ )
　 セ ッ ト ３
　 182-202　 　 AGC CAC CAG AAG AAA GTG GTG (SEQ ID NO:５ ３ )
　 733-713　 　 TGT CTG GGT TGA GCT CTA AGC (SEQ ID NO:５ ４ )
【 ０ １ ２ ８ 】
　 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｃ ：
　 セ ッ ト １
　 151-171　 　 AAC ATG CAC TTG CTG TGC TTC (SEQ ID NO:５ ５ )
　 1559-1539　 CTC TCC CGC AGT AAT CCA CAT (SEQ ID NO:５ ６ )
　 セ ッ ト ２
　 292-312　 　 GAG GTC AAG GCT TTT GAA GGC (SEQ ID NO:５ ７ )
　 1521-1501　 CTT GGG CCT CTG TTA CCA TGT (SEQ ID NO:５ ８ )
　 セ ッ ト ３
　 301-321　 　 GCT TTT GAA GGC AAA GAC CTG (SEQ ID NO:５ ９ )
　 1509-1489　 TTA CCA TGT GGT CCC ACA GAG (SEQ ID NO:６ ０ )
【 ０ １ ２ ９ 】
　 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ ：
　 セ ッ ト １
　 15-35      GGA GAA TGC CTT TTG CAA CAC (SEQ ID NO:６ １ )
　 1343-1323　 GCC ATT GCA TGG AAA TGT GGC (SEQ ID NO:６ ２ )
　 セ ッ ト ２
　 57-77      CAA CTG CTT AGT CAT CGG TAG (SEQ ID NO:６ ３ )
　 1234-1214　 ACT TGA CAA AGC AGT GAG CTG (SEQ ID NO:６ ４ )
　 セ ッ ト ３
　 96-116     ATG TAT GGA GAA TGG GGA ATG (SEQ ID NO:６ ５ )
　 1178-1158  GTT GAA TCA AGG GTT CTC CTG (SEQ ID NO:６ ６ )
【 ０ １ ３ ０ 】
　 マ ウ ス Ｐ Ｉ Ｇ Ｆ ：
　 セ ッ ト １
　 　 　 　 　 　  TCT CCT CTG GTA TCA GCG TCT (SEQ ID NO:６ ７ )
　 　 　 　 　 　  GCA CTG AAT TCC TGA GTG TCT (SEQ ID NO:６ ８ )
　 セ ッ ト ２
　 　 　 　 　 　  TGG TGA TTG TGC CTT GAA GGA (SEQ ID NO:６ ９ )
　 763-743    TCC ATG CCC CTT ATC ATG GAG (SEQ ID NO:７ ０ )
　 セ ッ ト ３
　 88-108     TGA AGG ACC TTG GCT CTG GAT (SEQ ID NO:７ １ )
　 　 　 　 　 　  AAT AGA GGG TAG GTA CCA GCA (SEQ ID NO:７ ２ )
【 ０ １ ３ １ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ を 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト １ を 用 い て 行 な っ た 。 も し Ｐ Ｃ Ｒ の こ の ラ ウ ン ド の 後 で
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明 瞭 な バ ン ド が 見 ら れ た な ら ば 、 そ の バ ン ド を 切 り 出 し て 、 そ の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を ５ ’ プ ラ
イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定 し た 。 バ ン ド が 明 瞭 で な い な ら ば 、 そ れ を 切 り 出 し て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 生
成 物 を 精 製 し 、 そ の 精 製 し た Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の １ ０ ％ を 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト ２ を 用 い る 更 な
る 増 幅 に 用 い た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 或 は 、 も し 多 数 の 不 明 瞭 な バ ン ド が あ る な ら ば 、 反 応 チ ュ ー ブ か ら の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 、
市 販 の キ ッ ト (Qiagen)を 用 い て 精 製 し 、 精 製 し た 生 成 物 の １ ０ ％ を 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト ２
を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ の 他 の ラ ウ ン ド に 利 用 し た 。 も し 未 だ バ ン ド が 不 明 瞭 で あ れ ば 、 そ れ を 切
り 出 し て 、 そ の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 精 製 し 、 精 製 し た 生 成 物 の １ ０ ％ を 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト ３
を 用 い る 更 な る 増 幅 に 用 い る 。 第 二 又 は 第 三 の 増 幅 ラ ウ ン ド か ら の 明 瞭 な バ ン ド を 、 適 当
な ５ ’ プ ラ イ マ ー を 利 用 し て 配 列 決 定 す る 。 配 列 を 公 知 の 遺 伝 子 配 列 と 比 較 し て 選 択 的 ス
プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 同 定 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 一 つ の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム が Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 及 び Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｂ に お い て 同 定 さ れ 、 ２ つ が
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ に お い て 見 出 さ れ た (Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ ＃ １ ； SEQ ID NO:７ ７ の 同 定 に つ い て は 、 図
１ を 参 照 さ れ た い )。 こ れ ら の 配 列 の ア ミ ノ 酸 へ の 翻 訳 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ
ォ ー ム に ユ ニ ー ク な ４ つ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド を 与 え た (以 後 、 「 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド 」 と い
う )。 こ れ ら の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 部 分 コ ー ド 配 列 、 及 び
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 部 分 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド は 、 下 記 の 通 り で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ  Ａ ｌ ｔ ． ス プ ラ イ ス ＃ １
【 化 ２ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ５ 】
　 SEQ ID NO:７ ３ は 、 通 常 は 離 れ て い る ２ つ の 配 列 を 一 緒 に し て 、 ヌ ク レ オ チ ド ５ ０ ５ と
６ ３ ７ の 連 結 を 生 じ る よ う に 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ (SEQ ID NO:７ ４ )に
よ り コ ー ド さ れ た ペ プ チ ド を 表 し て い る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 保 存 さ れ
て お り 、 新 し い コ ド ン (リ ジ ン 残 基 を コ ー ド す る Ａ Ａ Ａ )も ス プ ラ イ ス 部 位 に 形 成 さ れ て い
る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｂ  Ａ ｌ ｔ ． ス プ ラ イ ス ＃ １
【 化 ３ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ７ 】
　 SEQ ID NO:７ ５ は 、 ヌ ク レ オ チ ド ３ ０ ０ と ６ ７ ８ の 連 結 を 生 じ る よ う に 選 択 的 ス プ ラ イ
シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ (SEQ ID NO:７ ６ )に よ り コ ー ド さ れ た ペ プ チ ド を 表 し て い る 。 こ
の ス プ ラ イ ス 部 位 は 、 ネ イ テ ィ ブ な バ リ ン を こ の 位 置 に 再 生 し て い る が 、 そ の 後 の コ ド ン
は 、 正 常 な Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｂ の ネ イ テ ィ ブ な リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム と は イ ン ・ フ レ ー ム で は な く
、 ヌ ク レ オ チ ド ６ ７ ９ よ り 先 か ら は 新 規 な ア ミ ノ 酸 配 列 が 生 成 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ  Ａ ｌ ｔ ． ス プ ラ イ ス ＃ １
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ９ 】
　 SEQ ID NO:７ ７ は 、 ヌ ク レ オ チ ド １ ８ ５ と ７ ５ ２ の 連 結 を 生 じ る よ う に 選 択 的 ス プ ラ イ
シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ (SEQ ID NO:７ ８ )に よ り コ ー ド さ れ た ペ プ チ ド を 表 し て い る 。 こ
の ス プ ラ イ ス 部 位 は 、 ヌ ク レ オ チ ド ７ ５ ２ で コ ド ン を Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ の ネ イ テ ィ ブ な リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム に 対 し て シ フ ト さ せ て お り 、 こ の 点 よ り 先 か ら は 新 規 な ア ミ ノ 酸 配 列 が 生 成
さ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ  Ａ ｌ ｔ ． ス プ ラ イ ス ＃ ２
【 化 ５ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ４ １ 】
　 SEQ ID NO:７ ９ は 、 ヌ ク レ オ チ ド ２ ３ ８ と １ ０ ４ ７ の 連 結 を 生 じ る よ う に 選 択 的 ス プ ラ
イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ (SEQ ID NO:８ ０ )に よ り コ ー ド さ れ た ペ プ チ ド を 表 し て い る 。
こ の ス プ ラ イ ス 部 位 は 、 ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ４ ７ で コ ド ン を Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ の ネ イ テ ィ ブ な リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム に 対 し て シ フ ト さ せ て お り 、 こ の 点 よ り 先 か ら は 新 規 な ア ミ ノ 酸 配 列 が
生 成 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム は 、 腫 瘍 に 特 異 的 で あ っ て 正 常 組 織 で は 見 出 さ れ
な い と い う こ と は 確 認 し た 。 Ｈ Ｃ ２  ２ ０ ｄ ２ ／ ｃ 細 胞 モ デ ル に つ い て 、 Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３
細 胞 か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 上 記 の ３ 重 に ネ ス ト し た プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 用 い る 同 じ Ｐ Ｃ Ｒ
条 件 に か け た 。 Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 は 、 そ れ ら か ら Ｈ Ｃ ２  ２ ０ ｄ ２ ／ ｃ 細 胞 株 が 導 か れ
た 細 胞 で あ る 。 マ ウ ス Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｂ 又 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ に つ い て は 、 バ ン ド が 検 出 さ
れ な い か 又 は 正 常 に ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ し か 検 出 さ れ な か っ た 。 典 型 的 な 結
果 を 、 図 １ Ｂ に 示 し た が 、 Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 に お い て は 、 正 常 に ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け
た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の み が 存 在 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｎ ｅ ｕ マ ウ ス 腫 瘍 モ デ ル (下 記 の 実 施 例 ３ 参 照 )に つ い て 、 正 常 細 胞 (繊 維 芽
細 胞 )を 以 下 の よ う に 外 植 片 培 養 に よ っ て 単 離 し た 。 こ の マ ウ ス か ら 皮 膚 を 切 り 出 し て 、
ト リ プ シ ン 処 理 し て か ら 、 ５ ％ ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ を 培 養 培 地 と し て 用 い る 細 胞
培 養 中 に 置 い た 。 繊 維 芽 細 胞 を こ の 切 り 出 し た 皮 膚 か ら 移 動 さ せ て 、 培 養 皿 に 付 着 さ せ 、
そ こ で そ れ ら を ５ ～ ７ 回 の 継 代 培 養 で 増 殖 さ せ た 。 こ の 培 養 繊 維 芽 細 胞 か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を
採 取 し て 、 Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ マ ウ ス 腫 瘍 細 胞 か ら 単 離 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 同 じ Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 に か け た (上
記 の ３ 重 に ネ ス ト し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 使 用 )。 正 常 な Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｎ ｅ ｕ マ ウ ス
細 胞 か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｂ か ら の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム の バ ン
ド を 示 さ な か っ た が 、 図 １ Ｂ に 示 し た も の と 同 様 の 無 傷 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ の バ ン ド を 示 し た (
正 常 に ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 表 す )。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 上 に 列 記 し た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド を 、 慣 用 の 方 法 に よ っ て 合 成 し た 。 正 常 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ
リ ー メ ン バ ー の 潜 在 的 免 疫 認 識 を 回 避 す る た め に 、 こ れ ら の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド は 、 対 応 す
る 正 常 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ６ 以 下 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん だ 。 ペ プ チ ド ホ モ ダ イ マ ー
を 、 SEQ ID NO:７ ３ の Ｃ 末 端 に シ ス テ イ ン 残 基 を 加 え て Ｒ Ｔ Ｋ Ｐ Ｅ Ｋ Ｃ Ｄ Ｋ Ｐ Ｒ Ｒ Ｃ (SEQ
 ID NO:８ １ )を 与 え る こ と に よ り 作 成 し た 。 二 量 体 形 成 を 、 SEQ ID NO:８ １ の 加 え た Ｃ 末
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端 シ ス テ イ ン 残 基 の 制 御 さ れ た 酸 化 に よ り 達 成 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　
　 こ れ ら の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド 及 び SEQ ID NO:８ ５ の ホ モ ダ イ マ ー を 、 マ ウ ス 腫 瘍 モ デ ル に
お い て 抗 腫 瘍 免 疫 応 答 を 誘 出 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て 評 価 し た 。 全 部 で １ １ ２ 匹 の 同 系
マ ウ ス を 各 １ ４ 匹 の ８ つ の 処 理 グ ル ー プ に 分 け て 、 Ｈ Ｃ ２  ２ ０ ｄ ２ ／ ｃ 腫 瘍 細 胞 を 注 射
し た 。 注 射 の ４ 日 後 に 、 第 一 か ら 第 五 の 処 理 グ ル ー プ に は 、 左 鼠 蹊 部 に 、 ア ジ ュ バ ン ト と
し て の ４ ５ ｎ ｇ の マ ウ ス Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ と 混 合 し た １ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 希 釈 し た SEQ ID
 NO:７ ３ 、 SEQ ID NO:７ ５ 、 SEQ ID NO:７ ７ 、 SEQ ID NO:７ ９ 、 又 は SEQ ID NO:８ １ の ダ
イ マ ー １ ０ ０ μ ｇ を ワ ク チ ン 接 種 し た 。 リ ン 酸 緩 衝 塩 溶 液 (Ｐ Ｂ Ｓ )の 総 容 積 は 、 １ ５ ０ μ
ｌ で あ り 、 キ ャ リ ア ー と し て の ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の マ ウ ス 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 ん だ 。 第 六 の 処
理 グ ル ー プ に は 、 ４ 種 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド 全 部 と SEQ ID NO:８ １ の ホ モ ダ イ マ ー (各 ６ ０
μ ｇ )の 組 合 せ (全 体 で ２ ０ ０ μ ｌ の 、 ４ ５ ｎ ｇ の マ ウ ス Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ と ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の マ
ウ ス 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中 )を 用 い て 上 記 の よ う に ワ ク チ ン 接 種 し た 。 第 七 の 処
理 グ ル ー プ に は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ III(SEQ ID NO:８ ２ )と 呼 ば れ る 変 異 型 上 皮 成 長 因 子 レ セ プ
タ ー (Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ )タ ン パ ク 質 か ら 誘 導 し た ペ プ チ ド １ ０ ０ μ ｇ を 用 い て 上 記 の よ う に ワ ク チ
ン 接 種 し た 。 こ の ワ ク チ ン 組 成 物 は 又 、 ４ ５ ｎ ｇ の マ ウ ス Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 及 び ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ
の マ ウ ス 血 清 ア ル ブ ミ ン を も 含 ん だ 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ IIIの 突 然 変 異 は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 遺 伝 子 に お
け る ゲ ノ ム 再 配 列 の 結 果 で あ り 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ IIIペ プ チ ド (SEQ ID NO:８ ２ )は 、 変 異 型 レ
セ プ タ ー を 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 第 八 の
処 理 グ ル ー プ は 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 及 び ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の マ ウ ス 血 清 ア ル ブ ミ ン (ペ プ チ ド を 含
ま な い Ｐ Ｂ Ｓ 中 )を 用 い て ワ ク チ ン 接 種 し た (対 照 用 )。 そ の 後 ３ 日 間 に わ た っ て 、 す べ て
の 処 理 グ ル ー プ は 、 毎 日 一 回 、 ４ ５ ｎ ｇ の Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の 注 射 を 、 最 初 の ワ ク チ ン 接 種 領
域 に 受 け た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の み を 受 け た マ ウ ス は 、 ワ ク チ ン 接 種 の ５ 日 後 に は 概 し て 腫 瘍 の 発 達 を 示
し 、 そ の 後 、 中 位 の レ ベ ル の 緩 解 を 示 し た (図 ２ 「 Ｈ Ｃ ２ の み 」 )。 こ の 緩 解 は 、 Ｈ Ｃ ２  
２ ０ ｄ ２ ／ ｃ 腫 瘍 細 胞 で 発 現 さ れ た 変 異 型 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ IIIタ ン パ ク 質 の 自 然 な 拒 絶 の た め
で あ る と い う の が 、 最 も あ り そ う な こ と で あ る 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ IIIペ プ チ ド を 受 け た マ ウ ス
も 又 、 凡 そ ５ 日 に わ た っ て 腫 瘍 の 発 達 を 示 し た が 、 こ の 発 達 は 、 対 照 用 マ ウ ス ほ ど 劇 的 で
は な く 、 そ の 後 、 明 瞭 な 緩 解 を 示 し た (図 ２ 、 「 APLEEK」 )。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ IIIワ ク チ ン 接 種
に つ い て 観 察 さ れ た 緩 解 パ タ ー ン は 、 こ の ペ プ チ ド を 用 い て 得 ら れ た 以 前 の 結 果 と 類 似 し
て い る (Moscatello, D.K., Cancer Research 57:1419-1424, 1997)。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 図 ２ は 、 ４ 種 類 の 単 量 体 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド 全 部 と SEQ ID NO:８ １ の ホ モ ダ イ マ ー が 腫
瘍 の 緩 解 を あ る 程 度 誘 導 し 、 そ れ が ワ ク チ ン 接 種 後 １ ２ 日 に 最 も 顕 著 で あ る こ と を 示 し て
い る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド の 内 SEQ ID NO:７ ５ と SEQ ID NO:８ １ の ２ 種 (図 ２ 、 「 VVKQL」 及
び 「 HGPVK」 )に つ い て は 、 緩 解 が 、 ワ ク チ ン 接 種 後 凡 そ ２ ０ 日 未 満 で 見 ら れ て い る が 、 そ
の 後 は 発 達 し て い る 。 追 加 の シ ス テ イ ン を 有 し な い で 合 成 さ れ た SEQ ID NO:７ ３ の ペ プ チ
ド を ワ ク チ ン 接 種 さ れ た マ ウ ス (図 ２ 、 「 RTKPEK no C」 )は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ IIIペ プ チ ド に つ
い て 見 ら れ た の と 類 似 の 緩 解 パ タ ー ン を 示 し た 。 SEQ ID NO:８ １ ホ モ ダ イ マ ー 又 は SEQ ID
 NO:７ ９ ペ プ チ ド を ワ ク チ ン 接 種 さ れ た マ ウ ス (図 ２ 、 「 PTKPEK w/C」 及 び 「 LERSE」 )は
、 研 究 の 終 了 ま で に 腫 瘍 容 積 の 概 し て 強 力 な 減 少 を 示 し た (SEQ ID NO:８ １ ホ モ ダ イ マ ー
で 処 理 し た グ ル ー プ は 、 最 初 、 腫 瘍 の 発 達 を 示 し た が )。 ４ 種 類 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド 全 部
と SEQ ID NO:８ １ の ホ モ ダ イ マ ー の 組 合 せ を ワ ク チ ン 接 種 さ れ た マ ウ ス は 、 腫 瘍 の 発 達 を
示 さ ず 、 す べ て の 処 理 グ ル ー プ の 内 で 最 大 の 腫 瘍 容 積 の 減 少 を 示 し た (図 ２ 、 「 Combo 5」
)。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム ベ ー ス の ペ プ チ ド を 含 む ワ ク
チ ン 組 成 物 の 投 与 が 、 有 効 な 抗 腫 瘍 免 疫 応 答 を 誘 出 し て 腫 瘍 の 緩 解 を 引 き 起 こ す こ と を 示
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し て い る 。 そ の 上 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド の 多 量 体 又 は 混 合 物 の 投 与 は 、 抗 腫 瘍 効 果 を 更 に 増
強 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド の Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｎ ｅ ｕ マ ウ ス に お け る 腫 瘍 の 発 生 を 防 止 し 又 は 遅 延 さ せ
る 能 力 を 評 価 し た 。 Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｎ ｅ ｕ マ ウ ス は 、 ヒ ト の ｎ ｅ ｕ オ ン コ ジ ー ン の 発 癌 型 を 、
こ の オ ン コ ジ ー ン の 乳 房 組 織 で の 発 現 を 駆 動 す る Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 有 す る
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る 。 １ ０ ０ ％ の 雌 の Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｎ ｅ ｕ マ ウ ス が 、 生 後 ５ ～
６ ヶ 月 以 内 に 多 数 の 乳 癌 を 発 生 し 、 こ れ は 、 発 達 し て 最 終 的 に こ の 動 物 を 死 に 至 ら し め る
。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に 関 す る Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｎ ｅ ｕ マ
ウ ス の 乳 癌 の 分 析 は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド SEQ ID NO:７ ３ 及 び SEQ ID NO:７ ７ を 含 む 選 択 的
ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 示 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 ９ 匹 の 同 腹 子 の 雌 Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｎ ｅ ｕ マ ウ ス を 実 験 に 用 い た 。 ３ 匹 の マ ウ ス よ り な る 一 の
処 理 グ ル ー プ に は 、 ６ 週 齢 で 、 各 ６ ０ μ ｇ の SEQ ID NO:７ ３ 、 SEQ ID NO:７ ７ 及 び SEQ ID
 NO:８ １ ホ モ ダ イ マ ー の 組 合 せ (４ ５ ｎ ｇ の Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ を ア ジ ュ バ ン ト と し て 含 む )を 最
初 に 接 種 し た 。 次 い で 、 こ れ ら の マ ウ ス を 、 ５ 、 ６ 及 び ７ 月 齢 で 、 同 じ 組 成 物 を ワ ク チ ン
接 種 し た 。 ３ 匹 の マ ウ ス よ り な る 対 照 用 グ ル ー プ は 、 ４ ５ ｎ ｇ の ア ジ ュ バ ン ト と し て の Ｇ
Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の み を 受 け た 。 両 グ ル ー プ の マ ウ ス に 、 更 に ３ 日 間 に わ た っ て 、 最 初 の 注 射 部
位 に ４ ５ ｎ ｇ の Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ を 注 射 し た 。 ワ ク チ ン 接 種 の 同 サ イ ク ル を 、 ５ ， ６ 及 び ７ 月
齢 に お い て 反 復 し た 。 ３ 匹 の 雌 よ り な る 第 二 の 対 照 用 グ ル ー プ は 、 処 理 を 受 け な か っ た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 結 果 を 図 ３ に 与 え て あ る が 、 同 図 は 、 未 処 理 又 は Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の み を 受 け た マ ウ ス が 生
後 １ ５ ８ 日 ま で に 腫 瘍 を 発 達 さ せ た こ と を 示 し て い る 。 両 対 照 用 グ ル ー プ の す べ て の 動 物
は 、 生 後 １ ９ ２ 日 ま で に 腫 瘍 を 有 し た (図 ３ Ａ 、 「 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 」 及 び 「 未 処 理 」 )。 対 照
的 に 、 処 理 グ ル ー プ 内 の マ ウ ス は 、 １ ９ ２ 日 齢 ま で 腫 瘍 を 発 生 し て お ら ず 、 処 理 グ ル ー プ
内 の す べ て の 動 物 は 、 生 後 ２ ２ ６ 日 ま で 腫 瘍 を 有 し な か っ た (図 ３ Ａ 、 「 Ｃ ｏ ｍ ｂ ｏ 」 )。
動 物 当 た り の 総 腫 瘍 容 積 も 又 、 処 理 グ ル ー プ と 対 照 用 グ ル ー プ の 間 で の 全 体 的 腫 瘍 量 に お
け る 差 異 を 示 し た 。 ２ ４ ０ 日 ま で に 、 未 処 理 マ ウ ス の ２ 匹 と Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の み の マ ウ ス 一
匹 は 、 ３ ０ ０ ０ ｍ ｍ 3 を 超 え る 総 腫 瘍 容 積 に 達 し 、 こ れ ら の 動 物 を 犠 牲 に せ ざ る を 得 な か
っ た (図 ３ Ｂ 、 「 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 」 及 び 「 未 処 理 」 )。 し か し な が ら 、 処 理 グ ル ー プ に お い て
は 、 ２ ４ ０ 日 目 に お け る 最 大 腫 瘍 量 は 、 １ ２ ０ ０ ｍ ｍ 3 未 満 で あ っ た 。
　 従 っ て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 に よ る ワ ク チ ン 接 種 は 、 ヒ ト 乳 癌 の マ ウ ス モ デ
ル に お い て 腫 瘍 形 成 の 開 始 を 遅 延 さ せ 且 つ 有 意 に 減 少 し た 腫 瘍 量 を 生 じ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】

　 「 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 」 分 析 を 行 な っ て 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド の 組 合 せ を 用 い て ワ ク チ ン 接 種
し た Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｎ ｅ ｕ マ ウ ス に お い て 抗 体 応 答 が 生 じ る か ど う か を 評 価 し た 。 ３ 匹 の 雌 Ｍ
Ｍ Ｔ Ｖ マ ウ ス に 、 各 ６ ０ μ ｇ の SEQ ID NO:７ ３ 、 SEQ ID NO:７ ７ 及 び SEQ ID NO:８ １ ホ モ
ダ イ マ ー の 組 合 せ (４ ５ ｎ ｇ の ア ジ ュ バ ン ト と し て の Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ を 含 む )を 実 施 例 ３ の よ
う に 注 射 し た (Ｃ Ｏ Ｍ Ｂ Ｏ )。 ３ 匹 の 未 処 理 の 雌 Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｎ ｅ ｕ マ ウ ス (未 処 理 )及 び ３ 匹
の ４ ５ ｎ ｇ の Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の み を 注 射 さ れ た 雌 Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｎ ｅ ｕ マ ウ ス (Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ )を
対 照 と し て 用 い た 。 ド ッ ト ブ ロ ッ ト を 、 １ μ ｇ の Ｂ Ｓ Ａ 、 SEQ ID NO:８ ２ (「 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ I
II」 )、 SEQ ID NO:７ ３ (「 Ｒ － ｐ ｅ ｐ 」 )、 SEQ ID NO:８ １ ホ モ ダ イ マ ー (「 Ｒ Ｃ － ｐ ｅ ｐ
」 )、 SEQ ID NO:８ １ (「 Ｈ － ｐ ｅ ｐ 」 )、 SEQ ID NO:７ ９ (「 Ｌ － ｐ ｅ ｐ 」 )又 は SEQ ID NO
:７ ５ (「 Ｖ － ｐ ｅ ｐ 」 )を 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 に 、 別 々 に ス ポ ッ ト す る こ と に よ り 調
製 し た 。 各 実 験 用 及 び 対 照 用 動 物 に つ い て 一 枚 の 膜 を 調 製 し た 。 次 い で 、 こ れ ら の 膜 を 、
適 当 な 対 照 又 は 実 験 用 動 物 か ら 最 後 の 注 射 の ２ ヶ 月 後 に 得 て １ ： １ ０ ０ に 希 釈 し た 血 清 と
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 こ れ ら の 膜 を 洗 っ て 、 １ ２ ５ Ｉ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 と イ ン キ
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実 施 例 ４ － Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド の 組 合 せ を ワ ク チ ン 接 種 さ れ た Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － Ｎ ｅ ｕ マ ウ ス に お
け る 抗 体 応 答



ュ ベ ー ト し 、 再 び 洗 っ て 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム に 露 出 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 未 処 理 の 動 物 (未 処 理 ； 図 ４ Ａ )又 は Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の み を 受 け た 動 物 (Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ； 図
４ Ｂ )は 、 試 験 し た 何 れ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 又 は 対 照 用 ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 応 答 も 示 さ な か っ た
。 対 照 的 に 、 SEQ ID NO:７ ３ 、 SEQ ID NO:７ ７ 及 び SEQ ID NO:８ ５ で 免 疫 化 さ れ た ３ 匹 の
動 物 (Ｃ Ｏ Ｍ Ｂ Ｏ ； 図 ４ Ｃ )は す べ て 、 SEQ ID NO:７ ７ に 対 す る 強 い 抗 体 反 応 を 示 し た 。 加
え て 、 こ れ ら の 動 物 の ２ 匹 は 、 SEQ ID NO:７ ３ 及 び SEQ ID NO:８ １ に 対 す る 抗 体 応 答 を 示
し た 。 し か し な が ら 、 免 疫 化 グ ル ー プ か ら の 何 れ の 動 物 も 、 Ｂ Ｓ Ａ 対 照 又 は ３ つ の 対 照 用
ペ プ チ ド (Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ III、 Ｌ － ｐ ｅ ｐ 及 び Ｖ － ｐ ｅ ｐ )(こ れ ら は 、 動 物 に 接 種 し て い な い
)に 対 す る 抗 体 反 応 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】

　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ を 行 な っ て 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 活 性 が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ
ー ペ プ チ ド に よ っ て 誘 出 さ れ る こ と を 下 記 の よ う に 示 し た 。 Ｈ Ｃ ２  ２ ０ ｄ ２ ／ ｃ 腫 瘍 細
胞 を 接 種 し て か ら 、 SEQ ID NO:７ ３ (「 Ｒ － ｐ ｅ ｐ 」 )、 SEQ ID NO:７ ５ (「 Ｖ － ｐ ｅ ｐ 」 )
又 は SEQ ID NO:８ ２ (「 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ III」 )と Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ (腫 瘍 の 緩 解 を 示 し た )で 免 疫 化
し た マ ウ ス か ら 単 離 し 、 又 は SEQ ID NO:７ ５ (「 Ｖ － ｐ ｅ ｐ 」 )及 び Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ (緩 解 を
示 さ な か っ た )を 接 種 し た マ ウ ス か ら 脾 臓 細 胞 を 単 離 し た (ア ッ セ イ で 評 価 し た )。 Ｇ Ｍ －
Ｃ Ｓ Ｆ の み を 接 種 さ れ た マ ウ ス 由 来 の 脾 臓 細 胞 を 、 対 照 (「 対 照 」 )と し て 用 い た 。 １ ０ μ
ｇ ／ ｍ ｌ の 免 疫 化 ペ プ チ ド で 、 又 は マ ウ ス 血 清 ア ル ブ ミ ン (Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の み で 処 理 し た
動 物 か ら の 脾 臓 細 胞 用 )で パ ル ス さ れ た Ｈ Ｃ ２  ２ ０ ｄ ２ ／ ｃ 腫 瘍 細 胞 を 、 そ れ ぞ れ 、 治 療
及 び 対 照 用 脾 臓 細 胞 に つ い て の 標 的 細 胞 と し て 利 用 し た 。 未 処 理 の Ｈ Ｃ ２  ２ ０ ｄ ２ ／ ｃ
腫 瘍 細 胞 を 負 の 対 照 標 的 細 胞 と し て 利 用 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 こ れ ら の 脾 臓 細 胞 を 、 三 連 で 、 様 々 な 割 合 (１ ０ ： １ ～ ２ ： １ )で 標 的 細 胞 と イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 溶 解 事 象 を 、 抗 γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 抗 体 を サ イ ト カ イ ン 捕 獲 抗 体 と し て 利 用 す る
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ を 用 い て 同 定 し た 。 １ ０ 6 細 胞 当 た り の 特 異 的 ス ポ ッ ト を 、 未 処 理 標 的 細
胞 か ら の 溶 解 事 象 を バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と し て 利 用 し 、 そ の 後 、 線 形 緩 解 分 析 を 行 な っ て 定
量 し た 。 結 果 を 図 ５ に 示 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 図 ５ は 、 SEQ ID NO:７ ３ (「 Ｒ － ｐ ｅ ｐ 」 )又 は SEQ ID NO:７ ５ (「 Ｖ － ｐ ｅ ｐ 」 )で 免 疫
化 し て 腫 瘍 の 緩 解 を 経 験 し た マ ウ ス が 、 標 的 細 胞 を ワ ク チ ン 接 種 用 ペ プ チ ド で パ ル ス し た
と き に 強 い Ｃ Ｔ Ｌ 応 答 を 有 し た こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 応 答 は 、 SEQ ID NO:８ ２ (「
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ III」 )で 処 理 し た マ ウ ス (腫 瘍 緩 解 を 受 け た )に つ い て 見 ら れ た も の よ り 強 か っ
た 。 対 照 的 に 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の み で 処 理 し た マ ウ ス 又 は SEQ ID NO:７ ３ (「 Ｖ － ｐ ｅ ｐ 」 )
を ワ ク チ ン 接 種 し た マ ウ ス に 由 来 す る 脾 臓 細 胞 (こ れ ら の 何 れ も 、 腫 瘍 緩 解 を 受 け て な い )
は 、 乏 し い Ｃ Ｔ Ｌ 応 答 を 示 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】

　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ を 行 な っ て 、 下 記 の よ う に 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 活 性 が 、 Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー ペ プ チ ド に よ っ て 誘 出 さ れ る こ と を 示 す 。 Ｈ Ｃ ２  ２ ０ ｄ ２ ／ ｃ 腫 瘍 細
胞 を 接 種 し て か ら 各 ６ ０ μ ｇ の SEQ ID NO:７ ３ 、 SEQ ID NO:７ ７ 及 び SEQ ID NO:８ １ ホ モ
ダ イ マ ー の 組 合 せ 及 び ４ ５ ｎ ｇ の Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ (ア ジ ュ バ ン ト )で 又 は SEQ ID NO:８ ２ (「
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ III」 )及 び ４ ５ ｎ ｇ の Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ で 免 疫 化 し た マ ウ ス か ら 脾 臓 細 胞 を 単 離 す
る 。 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の み を 接 種 さ れ た マ ウ ス を 対 照 (「 対 照 」 )と し て 用 い る 。 １ ０ μ ｇ ／ ｍ
ｌ の 免 疫 化 用 ペ プ チ ド 、 マ ウ ス 血 清 ア ル ブ ミ ン で パ ル ス し た Ｈ Ｃ ２  ２ ０ ｄ ２ ／ ｃ 腫 瘍 細
胞 (陽 性 対 照 )又 は 未 処 理 の Ｈ Ｃ ２  ２ ０ ｄ ２ ／ ｃ 腫 瘍 細 胞 (負 の 対 照 )を 標 的 細 胞 と し て 用
い る 。 こ れ ら の 脾 臓 細 胞 を 、 様 々 な 割 合 (１ ０ ： １ ～ ２ ： １ )で 、 標 的 細 胞 と 、 三 連 で 、 イ
ン キ ュ ベ ー ト し て 、 溶 解 事 象 を 、 抗 γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 抗 体 を サ イ ト カ イ ン 捕 獲 抗 体 と し
て 利 用 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ に よ り 同 定 す る 。 １ ０ 6 細 胞 当 た り の 特 異 的 ス ポ ッ ト
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を 、 未 処 理 標 的 細 胞 か ら の 溶 解 事 象 を バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と し て 利 用 し て か ら 線 形 緩 解 分 析
を 行 な っ て 定 量 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 こ の 実 験 を 、 次 の 、 各 ６ ０ μ ｇ の 示 し た Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド の 組 合 せ を 用 い て 反 復 す る ：
　 １ ） SEQ ID NO:７ ３ 及 び SEQ ID NO:７ ７ ；
　 ２ ） SEQ ID NO:７ ７ 及 び SEQ ID NO:８ １ ； 及 び
　 ３ ） SEQ ID NO:７ ３ 及 び SEQ ID NO:８ １ 。
【 ０ １ ５ ９ 】

　 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 肺 癌 、 皮 膚 癌 、 リ ン パ 腫 、 膀 胱 癌 及 び 膵 臓 癌 に 関 係 す る 選 択
的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に 由 来 す る こ の 発 明 の ペ プ チ ド を 、 実 験 用 マ ウ ス モ デ ル に お い て 、
腫 瘍 を 予 防 し 又 は 腫 瘍 の 緩 解 を 誘 導 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て 試 験 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】

　 こ れ ら の 実 験 で 用 い る マ ウ ス モ デ ル は 、 内 因 的 に 該 当 す る 癌 を 発 生 し 又 は 該 当 す る 腫 瘍
由 来 の 細 胞 株 の 成 長 及 び 腫 瘍 形 成 性 を 支 持 す る も の で あ る 。 乳 癌 に つ い て は 、 ヘ テ ロ 接 合
の ｐ ｔ ｅ ｎ 遺 伝 子 の 欠 損 を 有 す る マ ウ ス 又 は Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｎ ｅ ｕ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
を 用 い ； 卵 巣 癌 に つ い て は 、 Ｂ Ｒ Ｃ Ａ １ 又 は Ｂ Ｒ Ｃ Ａ ２ に ヘ テ ロ 接 合 の 突 然 変 異 を 有 す る
マ ウ ス を 用 い ； 前 立 腺 癌 に つ い て は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 遺 伝 子 を プ ロ バ シ ン プ ロ モ ー タ ー の 制
御 下 に 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い ； リ ン パ 腫 に つ い て は 、 ホ モ 接 合 の ｐ ５ ３
又 は ｐ １ ９ A R F 遺 伝 子 の 欠 損 を 有 す る マ ウ ス を 用 い ； 膀 胱 癌 に つ い て は 、 Ｎ － ブ チ ル － Ｎ
－ (－ ４ － ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル )ニ ト ロ サ ミ ン (Ｂ Ｂ Ｎ )を 給 餌 し た マ ウ ス を 用 い る 。 肺 癌 及 び
膀 胱 癌 の マ ウ ス モ デ ル は 、 そ れ ぞ れ 、 ル イ ス 肺 癌 細 胞 株 又 は Ｐ Ａ Ｎ Ｃ ０ ２ マ ウ ス 膵 臓 腺 癌
細 胞 株 に 由 来 す る 細 胞 を 適 当 な マ ウ ス 系 統 に 導 入 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 皮
膚 癌 の マ ウ ス モ デ ル は 、 Ｄ Ｍ Ｂ Ａ (７ ， １ ２ － ジ メ チ ル ベ ン ズ [α ]ア ン ト ラ セ ン )の 局 所 的
塗 布 に よ っ て マ ウ ス に 腫 瘍 を 誘 導 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】

　 上 記 の 癌 と 関 係 す る こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 上 記 の よ う に 同 定 さ れ て 合 成 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 腫 瘍 が 腫 瘍 形 成 性 化 合 物 に よ り 誘 導 さ れ 又 は 移 植 さ れ た 腫 瘍 細 胞 か ら 生 成 さ れ る マ ウ ス
モ デ ル に つ い て は 、 こ れ ら の マ ウ ス を 最 初 に 約 ５ ０ ～ ５ ０ ０ μ ｇ の ペ プ チ ド に ４ ５ ｎ ｇ の
Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ を 混 合 し た も の を ワ ク チ ン 接 種 す る 。 次 い で 、 こ れ ら の マ ウ ス に 、 同 じ 組 成
物 を ２ ～ ４ 週 の 間 隔 で ２ 回 以 上 注 射 す る 。 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の み を 受 け た マ ウ ス を 、 対 照 と し
て 用 い る 。 ３ 回 目 の 注 射 の 後 に 、 マ ウ ス に 腫 瘍 細 胞 を 接 種 し 又 は 当 該 宿 主 に お い て 高 い 発
生 率 (即 ち 、 ７ ５ ～ ９ ０ ％ 以 上 )で 腫 瘍 を 生 成 す る こ と が 知 ら れ た 量 の 腫 瘍 形 成 性 化 合 物 に
曝 す 。 次 い で 、 こ れ ら の マ ウ ス を 、 最 初 の 腫 瘍 の 提 示 の 時 点 に つ き モ ニ タ ー し 、 そ の 後 、
腫 瘍 の 大 き さ を 一 日 お き に 測 定 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 自 発 的 に 腫 瘍 を 発 生 す る マ ウ ス モ デ ル に つ い て は 、 ４ ５ ｎ ｇ の Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ を 混 合 し た
約 ５ ０ ～ ５ ０ ０ μ ｇ の ペ プ チ ド に よ り 最 初 の ワ ク チ ン 接 種 を 、 免 疫 系 が マ ウ ス に お い て 発
生 す る 時 点 で あ る ６ 週 齢 で 行 な い 、 そ の 後 、 ２ ～ ４ 週 間 隔 で 行 な う 。 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の み を
受 け た マ ウ ス を 対 照 と し て 用 い る 。 次 い で 、 こ れ ら の マ ウ ス を 、 腫 瘍 の 最 初 の 提 示 の 時 点
に つ き モ ニ タ ー し 、 そ の 後 、 腫 瘍 の 大 き さ を 一 日 お き に 測 定 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】

　 上 記 の 癌 と 関 係 す る こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 上 記 の よ う に 同 定 さ れ て 合 成 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 腫 瘍 が 腫 瘍 形 成 性 化 合 物 に よ り 誘 導 さ れ 又 は 移 植 さ れ た 腫 瘍 細 胞 か ら 生 成 さ れ る マ ウ ス
モ デ ル に つ い て は 、 こ れ ら の マ ウ ス に 最 初 に 腫 瘍 細 胞 を 接 種 す る か 又 は 腫 瘍 形 成 性 化 合 物
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に 曝 す 。 腫 瘍 が 発 生 す る と 予 想 さ れ る 時 点 よ り 前 の 約 ４ 日 間 に 、 こ れ ら の マ ウ ス を 約 ５ ０
～ ５ ０ ０ μ ｇ の ペ プ チ ド に ４ ５ ｎ ｇ の Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ を 混 合 し た も の を ワ ク チ ン 接 種 し 、 同
じ 組 成 物 を ２ ～ ４ 週 の 間 隔 で ２ 回 以 上 注 射 す る 。 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の み を 受 け た マ ウ ス を 、 対
照 と し て 用 い る 。 こ れ ら の マ ウ ス を 、 最 初 の 腫 瘍 の 提 示 の 時 点 に つ き モ ニ タ ー し 、 そ の 後
、 腫 瘍 の 大 き さ を 一 日 お き に 測 定 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 自 発 的 に 腫 瘍 を 発 生 す る マ ウ ス モ デ ル に つ い て は 、 ４ ５ ｎ ｇ の Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ を 混 合 し た
約 ５ ０ ～ ５ ０ ０ μ ｇ の ペ プ チ ド に よ り 最 初 の ワ ク チ ン 接 種 を 、 免 疫 系 が マ ウ ス に お い て 発
生 す る 時 点 で あ る ６ 週 齢 で 行 な い 、 そ の 後 、 ２ ～ ４ 週 間 隔 で 行 な う 。 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の み を
受 け た マ ウ ス を 対 照 と し て 用 い る 。 こ れ ら の マ ウ ス を 、 腫 瘍 の 最 初 の 提 示 の 時 点 に つ き モ
ニ タ ー し 、 そ の 後 、 腫 瘍 の 大 き さ を 一 日 お き に 測 定 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】

　 癌 の マ ウ ス モ デ ル に お け る 腫 瘍 の 予 防 及 び 緩 解 を 示 す た め の 上 記 の 実 験 を 、 特 定 の 癌 に
関 係 す る こ の 発 明 の 二 量 体 、 三 量 体 、 四 量 体 、 五 量 体 又 は 六 量 体 の ペ プ チ ド を 用 い て 反 復
す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】

　 癌 の マ ウ ス モ デ ル に お け る 腫 瘍 の 予 防 及 び 緩 解 を 示 す た め の 上 記 の 実 験 を 、 特 定 の 癌 に
関 係 す る こ の 発 明 の ２ ， ３ ， ４ ， ５ 又 は ６ 種 類 の ペ プ チ ド の 混 合 物 を 用 い て 反 復 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】

　 表 １ に 記 載 の よ う な 、 癌 と 関 連 す る ヒ ト 起 源 の こ の 発 明 の ペ プ チ ド は 、 上 記 の よ う に 同
定 さ れ て 合 成 さ れ る 。 ヒ ト の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム 配 列 の 幾 つ か 又 は 全 部 を 発 現 す る
こ と の で き る 発 現 ベ ク タ ー (こ れ ら か ら 、 ワ ク チ ン 接 種 用 の ペ プ チ ド が 誘 導 さ れ る )を 、 標
準 的 技 術 に よ っ て 構 築 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】

　 Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 株 を 、 Ｓ Ｖ ４ ０ Ｔ 抗 原 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 腫 瘍 形 成 性 と す る 。
或 は 、 Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 株 を 、 細 胞 培 養 中 で ３ ０ ～ ４ ０ 継 代 培 養 し て 連 続 的 に 維 持 す る
こ と に よ っ て 腫 瘍 形 成 性 に し 、 自 発 的 に 生 じ る 腫 瘍 形 成 性 細 胞 を 単 離 し て 増 殖 さ せ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 こ れ ら の 腫 瘍 形 成 性 Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 に 、 上 記 の プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し て 、 ヒ ト の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム 配 列 を 発 現 す る 細 胞 を 標 準 的 技 術 に よ り
選 択 し て 増 殖 さ せ る 。 ヒ ト の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム 配 列 を 発 現 す る 腫 瘍 形 成 性 Ｎ Ｉ Ｈ
－ ３ Ｔ ３ 細 胞 を Ｎ Ｉ Ｈ ス イ ス マ ウ ス に 注 射 し て 、 腫 瘍 を 形 成 さ せ る 。 こ れ ら の 腫 瘍 を 何 匹
か の 動 物 か ら 切 り 出 し て 、 細 胞 培 養 に て 増 殖 さ せ る (こ の 細 胞 培 養 に お い て 、 細 胞 は 、 動
物 に お い て 腫 瘍 を 形 成 す る 能 力 を 維 持 す る )。 こ れ ら の ヒ ト 配 列 の 発 現 を 確 認 す る 。 次 い
で 、 こ れ ら の 細 胞 を 、 そ の 後 の 腫 瘍 予 防 ／ 緩 解 実 験 に 用 い る 。
【 ０ １ ７ ２ 】

　 Ｎ Ｉ Ｈ ス イ ス マ ウ ス に 、 最 初 に 、 上 記 の ヒ ト 起 源 の こ の 発 明 の 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド
約 ５ ０ ～ ５ ０ ０ μ ｇ を ４ ５ ｎ ｇ の Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ と 混 合 し た も の を ワ ク チ ン 接 種 す る 。 次 い
で 、 こ れ ら の マ ウ ス に 、 同 じ 組 成 物 を ２ 回 以 上 、 ２ ～ ４ 週 の 間 隔 で 注 射 す る 。 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ
Ｆ の み を 受 け た マ ウ ス を 対 照 と し て 用 い る 。 ３ 回 目 の 注 射 の 後 に 、 こ れ ら の マ ウ ス に 、 上
記 の よ う に 、 ヒ ト の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム 配 列 を 発 現 す る 同 系 腫 瘍 細 胞 を 接 種 す る 。
次 い で 、 こ れ ら の マ ウ ス を 、 最 初 の 腫 瘍 の 提 示 の 時 点 に つ い て モ ニ タ ー し 、 そ の 後 、 腫 瘍
の 大 き さ を 一 日 お き に 測 定 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
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　 Ｎ Ｉ Ｈ ス イ ス マ ウ ス に 、 最 初 に 、 上 記 の よ う に 、 ヒ ト の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 発
現 し て い る 同 系 の 腫 瘍 細 胞 を 接 種 す る 。 接 種 後 ４ 日 目 に 、 こ れ ら の マ ウ ス に 、 上 記 の ヒ ト
起 源 の こ の 発 明 の 少 な く と も 一 の ペ プ チ ド 約 ５ ０ ～ ５ ０ ０ μ ｇ を ４ ５ ｎ ｇ の Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ
と 混 合 し た も の を ワ ク チ ン 接 種 す る 。 こ れ ら の マ ウ ス に 、 同 じ 組 成 物 を ２ ～ ４ 週 の 間 隔 で
２ 回 以 上 注 射 す る 。 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の み を 受 け た マ ウ ス を 対 照 と し て 用 い る 。 こ れ ら の マ ウ
ス を 、 最 初 の 腫 瘍 の 提 示 の 時 点 に つ い て モ ニ タ ー し 、 そ の 後 、 腫 瘍 の 大 き さ を 一 日 お き に
測 定 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 こ こ で 言 及 し た す べ て の 文 献 を 、 そ の ま ま 参 考 と し て 援 用 す る 。 本 発 明 は 、 好 適 具 体 例
及 び 様 々 な 図 と 共 に 説 明 し た が 、 本 発 明 の 同 じ 機 能 を 実 施 す る た め に 、 他 の 類 似 の 具 体 例
を 利 用 し 又 は 記 載 し た 具 体 例 に 対 す る 改 変 及 び 追 加 を 本 発 明 か ら 離 れ る こ と な く 為 し う る
と い う こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 そ れ 故 、 本 発 明 は 、 如 何 な る 単 一 の 具 体 例 に も 限 定
さ れ る べ き で な く 、 添 付 の 請 求 の 範 囲 の 記 載 に 従 っ て 、 広 さ 及 び 範 囲 を 解 釈 さ れ る べ き で
あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ５ 】
【 図 １ Ａ 】 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ に お け る 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム ＃ １ (SEQ ID NO:７ ７ )を 表 す Ｐ
Ｃ Ｒ 生 成 物 を 示 す ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 の 写 真 で あ る 。 プ ラ イ マ ー セ ッ ト ３ を 用 い た Ｐ
Ｃ Ｒ の 第 ３ ラ ウ ン ド を 示 し て い る 。 約 ３ ０ ０ ｂ ｐ の 強 い バ ン ド (「 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ ＃ １ 」 と し
て 表 示 )は 、 SEQ ID NO:７ ７ を 表 し ； １ ０ ８ ２ ｂ ｐ の バ ン ド (「 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ Ｄ 」 と 表 示 )は 、
発 現 さ れ た 正 常 に ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 表 し て い る 。 Ｍ ： ｂ ｐ で 表 し た 分 子
量 ； Ｈ Ｃ ２ ： Ｈ Ｃ ２  ２ ０ ｄ ２ ／ ｃ 細 胞 か ら の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 。
【 図 １ Ｂ 】 Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 結 果 を 示 す ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 の 写 真
で あ る 。 プ ラ イ マ ー セ ッ ト ３ を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ の 第 ３ ラ ウ ン ド を 示 し て い る 。 発 現 さ れ た 正
常 に ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 応 す る バ ン ド だ け が 存 在 し て い る (「 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
Ｄ 」 と 表 示 )。 Ｍ ： ｂ ｐ で 表 し た 分 子 量 ； Ｎ Ｉ Ｈ ： Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 か ら の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅
。
【 図 ２ 】 平 均 腫 瘍 容 積 (ｍ ｍ 3 )の 時 間 (Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム に
由 来 す る 様 々 な 免 疫 原 性 ペ プ チ ド に よ り ワ ク チ ン 接 種 し た Ｎ Ｉ Ｈ － Ｓ ｗ ｉ ｓ ｓ マ ウ ス の 経
過 日 数 )に 対 す る プ ロ ッ ト を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ Ａ 及 び ３ Ｂ は 、 そ れ ぞ れ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 選 択 的 ス プ ラ イ ス
フ ォ ー ム に 由 来 す る 免 疫 原 性 ペ プ チ ド で 処 理 し た Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ 新 生 マ ウ ス に つ い て 、 マ ウ ス 当
た り の 腫 瘍 の 数 の 生 後 日 数 に 対 す る 生 存 プ ロ ッ ト 及 び 各 マ ウ ス に お け る 総 腫 瘍 容 積 の 生 後
日 数 に 対 す る 生 存 プ ロ ッ ト を 示 し た 図 で あ る 。 両 方 の 図 に つ い て 、 ９ 匹 の 雌 の 同 腹 子 マ ウ
ス に 、 処 理 を 施 さ な い (「 未 処 理 」 )か 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の み を 与 え る (「 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｄ 」 )か
、 又 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー ベ ー ス の 選 択 的 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム と Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ と の 組 合 せ
を 与 え た (「 Ｃ ｏ ｍ ｂ ｏ 」 )。 生 存 プ ロ ッ ト 上 の 各 曲 線 は 、 単 一 動 物 を 表 し て い る 。
【 図 ４ 】 Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ 新 生 マ ウ ス に お け る 抗 体 応 答 を 測 定 し た ド ッ ト ブ ロ ッ ト の オ ー ト ラ ジ オ
グ ラ フ ィ ー を 示 し た 図 で あ り 、 Ａ は 、 処 理 を 施 さ ず (「 未 処 理 」 )、 Ｂ は 、 Ｇ Ｍ Ｃ Ｓ Ｆ の み
を 与 え (「 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 」 )、 Ｃ は 、 SEQ ID NO:７ ３ 、 SEQ ID NO:７ ７ 及 び SEQ ID NO:８ １
並 び に Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の 組 合 せ に よ り ワ ク チ ン 接 種 し た も の (「 Ｃ Ｏ Ｍ Ｂ Ｏ 」 )で あ る 。 こ れ
ら の マ ウ ス に お け る 抗 体 応 答 を 、 １ μ ｇ の Ｂ Ｓ Ａ 、 SEQ ID NO:８ ２ (「 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ III」 )
、 SEQ ID NO:７ ３ (「 Ｒ － ｐ ｅ ｐ 」 )、 SEQ ID NO:８ １ ホ モ ダ イ マ ー (「 Ｒ Ｃ － ｐ ｅ ｐ 」 )、
SEQ ID NO:７ ７ (「 Ｈ － ｐ ｅ ｐ 」 )、 SEQ ID NO:７ ９ (「 Ｌ － ｐ ｅ ｐ 」 )又 は SEQ ID NO:７ ５
(「 Ｖ － ｐ ｅ ｐ 」 )に 対 し て 測 定 し た (ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に ス ポ ッ ト )。
【 図 ５ 】 抗 γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 抗 体 を 利 用 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ を 利 用 し て 同 定 さ
れ た 溶 解 事 象 を 示 す プ ロ ッ ト を 示 し た 図 で あ る 。 Ｈ Ｃ ２  ２ ０ ｄ ２ ／ ｃ 腫 瘍 細 胞 を 接 種 し
て か ら SEQ ID NO:７ ３ (「 Ｒ － ｐ ｅ ｐ 」 )、 SEQ ID NO:７ ５ (「 Ｖ － ｐ ｅ ｐ 」 )又 は SEQ ID N
O:８ ２ (「 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ｖ III」 )に Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ を 加 え た も の に よ り 免 疫 化 し た マ ウ ス (腫 瘍 緩
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解 を 示 し た )又 は SEQ ID NO:７ ５ (「 Ｖ － ｐ ｅ ｐ 」 )及 び Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ を 接 種 し た マ ウ ス (腫
瘍 緩 解 を 示 さ な か っ た )か ら 単 離 し た 脾 臓 細 胞 。 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ だ け を 接 種 し た マ ウ ス を 対
照 と し て 用 い た (「 対 照 」 )。
【 配 列 表 】
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外部链接 Espacenet

摘要(译)

来自与疾病或生理状况有关的蛋白质的可变剪接形式的肽或抗体被用作
治疗剂或预防剂。 衍生自血管内皮生长因子（VEGF）蛋白质的可变剪
接形式的肽和抗体在预防或延迟肿瘤发作和诱导肿瘤消退方面特别有
用。
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